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5.3.11.  Multivariate  analyses  on  the  effects  of  SYN1 



















UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 







UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 












Table 4  Inulin  and  oligofructose  content  in  most  common 
source plants 
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Table 33  Frequency of caesarean  section and vaginal delivery  in 
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Table 35  Description of microbiota  in  faecal  samples of  formula 
fed infants. Cross sectional comparison of infants SYN1‐
supplemented  vs.  control  at  baseline  and  after  3 
months of treatment. 
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Table 36  Percentage  of  total  bacteria  (cross‐sectional  data). 
Statistical  comparison  of  SYN1  vs.  control  group  at 
baseline (V0) and month 3 (V3)
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Table 37  Description of microbiota  in  faecal  samples of  formula 




Table 38  Percentage  of  total  bacteria  (longitudinal  data). 
Statistical  comparison  of  SYN1  vs.  control  group  at 
baseline (V0) and month 3 (V3) 
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Thesis  title:  Study  on  safety  and  efficacy  of  inulin  and  oligofructose  in 
neonates.  
 
Background: The newborn digestive  tract  is  rapidly colonized after birth. 
Feeding type could influence this process. Infant formulas try to mimic the 
bifidogenic  effect  of  human  milk  by  addition  of  prebiotics.  Although 
previous  studies assessed  the effects of prebiotics  in newborns, none of 







trial,  formula  fed healthy  term newborns were  randomized  to  receive  a 
control (controls) or SYN1 supplemented infant formula (SYN1). Breastfed 
newborns  (BF)  were  also  followed  up  for  comparison.  Anthropometry, 
water  balance,  blood  parameters,  formula  intake  and  acceptance, 
digestive  symptoms, adverse events,  child’s behaviour,  infant’s  illnesses, 
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higher Bifidobacterium  cell  counts,  softer  stools and a higher deposition 





4 months  of  life  is  well  tolerated,  safe  and  effective,  promoting  a  gut 
microbiota closer to that promoted by breastfeeding. 
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protection  for  developing  infants  (1).  There  is  compelling  evidence  that 






feeding  (3;4). Although  the majority  of  the mothers  start  breastfeeding 
their  infant  from  the  first  day  (50‐75%  of mothers),  the  percentage  of 
exclusively breast‐fed infants at 4 months is quite different (5).  
 
In  an  attempt  to  maintain  the  breast  milk  benefits,  the  formula  milk 






This dissertation  focuses  in the effect of a prebiotic‐supplemented  infant 
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bodily  organ  or  portion  of  a  person’s  body”  (8).  A  recently  published 
review  claims  that  the  microbial  ecosystem  of  our  body  consists  of 
approximately  100  trillion  organisms  (9;10)  fit  in  500‐1000  different 
species (11). 
 
The  human  intestinal microbiota  can  be  described  as  a  collection  of  a 
variety of microorganisms  that  reside  in  the gastrointestinal  tract  (9;11), 
The vast majority of  these microorganisms  inhabiting  the  large  intestine 
are bacteria (9) although, archaea, viruses and protozoans are also present 
(11;12).  There  are  ten  times  more  bacterial  cells  in  the  intestinal 
microbiota  than  cells  in  the  human  body  (9;13;14).  The  microbial 
community  inhabits  the human  intestinal  tract, being  the  large  intestine 
the most colonized region of the digestive tract (15). It is characterized for 




function  includes  the  fermentation  of  non‐digestible  carbohydrates  to 
produce short‐chain  fatty acids  (SCFA),  the synthesis of vitamins and  the 
absorption of  ions  (17). Moreover,  contributes  in  the maturation of  the 
immune  system  (trophic  function)  and  provides  a  barrier  against 
colonization by pathogens (protective function) (18;19).  
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The  mainly  phyla  found  in  the  human  gut  are  Firmicutes  (e.g. 
Lactobacillus,    Clostridium,  Staphylococcus,  Enterococcus),  Bacteroidetes 
(e.g.  Bacteroides),  Proteobacteria  (e.g.  Escherichia,  Enterobacteriaceae), 
Actinobacteria  (e.g.  Bifidobacterium),  Verrumicrobia,  Fusobacteria  and 
Cyanobacteria  phyla  (14;20). Most  of  the  species  are  classificated  into 
three  categories  depending  on  their  effect  on  human  health  (Figure  1). 
Lactobacillus  and  Bifidobacterium, which  are  beneficial  to  health,  other 
commensal bacteria  like Bacteroides, which may have both positive and 
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It is well known that there are interindividual variations in the composition 
of  the  microbiota  (22).  This  composition  is  also  determined  and  can 
fluctuate  by  a  wide  variety  of  host’s  characteristics  and  processes 
(digestive secretions, digestive physiology,  innate and adaptive  immunity, 
genetic,  disease,  use  of  drugs  and  antibiotics  and  diet), microbiological 
relationships  (metabolic  cooperation,  bacterial  antagonism,  competition 
for nutrients  and  adhesion  sites)  and  environmental  factors  (geography, 
substrate availability, redox potential and local pH) (15).  
 
In  the  recent  decades  it  has  been  shown  that  the  human  intestinal 
microbiota can play a major role modulating the health and disease from 
birth  to  the old age. Some  factors  like antibiotic  treatments,  invasion by 
pathogens  or  some  dietary  changes  can  alter  and  disturb  the  gut 
microbiota  causing  a  dysbiosis  (also  called  dysbacteriosis,  refers  to 
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to  the  old  age.  At  birth  the  way  of  delivery,  feeding  type  and  some 
epigenetic factors are implicated in the microbiota development. Also some 
changes  in  the microbiota would occur  if  there were  some disease,  stress 
situation, changes  in diet, antibiotics and drugs, among others.  In  the  first 
months  of  life  microbiota  develops  rapidly  and  changes  occur  from 
childhood  to  adulthood,  being  the  Firmicutes  the  predominant  specie  in 
adulthood  in  contrast  to  the  Bacteroidetes,  which  are  predominant  in 
childhood. Microbiota  is also  important because produces some energy for 
the  body  temperature  regulation,  reproduction,  maturation  and  growth. 
And  finally,  some  disruption  of  the  microbiota  (dysbiosis)  may  produce 
different  diseases  like  inflammatory  bowel  disease,  colon  cancer  and 
irritable bowel syndrome (A); gastric ulcers, some liver disease, obesity and 
metabolic  syndrome  (B);  asthma,  atopy  and  hypertension  (C)  and  some 
mood  and  behaviour  problems  through  hormone  signalling  (D).  Source: 
Nicholson, 2012 (23). 
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concept  of  “adequate  nutrition”  begun  to  be  replaced  by  “optimal 
nutrition”.  Therefore,  dietary  intake  should  not  only  provide  the  basic 
nutritional recommendations, but also aims to maximize the physiological 
and psychological functions of each  individual through nutrition,  in order 
to ensure  the welfare and health, while  reducing  the  risk of disease  (24‐
26). 
 
In  this  scenario  where  optimal  nutrition  is  desired,  the  concept  of 
functional food appeared. Hippocrates, over 2000 years ago already stated 




The  concept of  functional  food emerged  in  the 80s  in  Japan due  to  the 
increase  of  diseases  related  to  lifestyle  and  the  consequent  increase  in 
health care costs. In 1986, the Ministry of Health and Welfare created the 
Functional  Food  Forum,  a  commission  of  nutrition  experts  with  the 
objective of improving the health of its citizens. As a result of this, in 1991, 
the  Ministry  of  Health  and  Welfare  was  the  first  to  allow  the  legal 
marketing of  the  functional  foods with  the name of “Foods  for Specified 
Health Uses ” (27‐29). 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
Dipòsit Legal: T 50-2015
 ‐ 31 ‐ 
There is no universal definition about the concept of functional food. The 
various  international  institutions  have  developed  their  own  definitions 
(27).  The  European  Commission’s  Concerted  Action  on  Functional  Food 
Science in Europe, coordinated by The International Life Sciences Institute 
proposed in 1998, the following definition of functional food: 
“A food can be regarded as ‘functional’  if  it  is satisfactorily demonstrated 
to  affect  beneficially  one  or more  target  functions  in  the  body,  beyond 
adequate  nutritional  effects,  in  a  way  that  is  relevant  to  either  an 

















1. Removing a  component  that  is  known  to  cause a harmful effect 
when consumed (e.g. an allergenic protein). 
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2. Increasing  the  concentration  of  a  natural  compound  naturally 
found  in food, resulting  in a higher than usual concentration, and 
if  this  induces  a  positive  health  outcome  (e.g.  the  addition  of 
calcium to milk). 
3. Adding a component that is not commonly found in that food, but 





5. Increasing  the bioavailability of  a  component which  is  known  to 
produce a beneficial effect or hinder the bioavailability of harmful 





covered,  so  that  the  consumers  are  increasingly  interested  in  the 
consequences  that  food  choices  can have on  their health.  So  that,  food 
industry success strongly depends of consumers’ acceptance of products, 
and  particularly  of  the  foods  capacity  to  satisfy  customers  expectation. 
Menrad  K  already  affirmed  in  2003  that  the  functional  food market  in 
Europe would  increase considerably, and could  reach 5% of share of  the 
food market in 10 years (30). 
 
According  to  the  conclusions of  the Consensus Document  from  1999 of 
The European Commission’s Concerted Action on Functional Food Science 
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in  Europe  (28),  the main  objectives  for  the  development  of  functional 
foods  are:  growth,  development  and  differentiation,  metabolism  of 





enriched  in  vitamins  A  and  D,  another  Ω‐enriched  dairy  products  to 
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“nondigestible  food  ingredient  that  beneficially  affects  the  host  by 
selectively  stimulating  the  growth  and/or  activity  of  one  or  a  limited 
number  of  bacteria  in  the  colon,  and  thus  improves  host  health”  (21). 
Later, due to the big academic and industrial interest of the last decade, in 





‘A non‐digestible  food  ingredient  that beneficially affects  the host by  selectively 
stimulating  the growth and/or activity of one or a  limited number of bacteria  in 
the colon, and thus improves host health’  
Year 2004 (32)




 ‘A  dietary prebiotic  is  a  selectively  fermented  ingredient  that  results  in  specific 
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Due to the growing  interest of the food  industries to market this type of 
food,  a  prebiotic  effect  has  been  attributed  to many  components  that 
actually  do  not  fulfil  all  the  necessary  criteria  (for  example  some 
carbohydrates). Prebiotics effectiveness comes from their ability to resist 
digestion  and  to  reach  the  large  intestine  where,  a  group  of 
microorganisms use them as the substrate for fermentation.  
 
Criteria  that  a  nutritional  component  must  fulfil  to  be  considered  a 
prebiotic (34): 
 
1. Resistance  to  gastric  acidity,  resistance  to  hydrolysis  by 
mammalian enzymes and resistance to gastrointestinal absorption 
 
Digestion  is  a  complex  process  that  involves  chemical  and  mechanical 
degradation  of  complex  molecules  into  smaller  molecules  that  can  be 
absorbed by  intestinal epithelial  cells.  If we  focus on  carbohydrates,  the 
transportation of  them  into  the  cells  is  limited  to  the monosaccharides, 
what means that all the complex carbohydrates and disaccharides need to 
be  digested  before  being  absorbed.  The  digestion  is  performed  by 
enzymes  such  as  amylases  and  disaccharidases  that  transform  complex 
carbohydrates  and  disaccharides  into monosaccharides  such  as  glucose, 
fructose and galactose. 
 
The  absorption  process  is  defined  as  an  active  or  passive  transfer  of 
digestion  products,  vitamins,  minerals  and  fluids  through  the 
gastrointestinal mucosa, travelling from the digestive tract to the blood or 
lymph.  The  absorption  is  carried  out,  mainly,  in  the  small  intestine 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 




large  intestine  the  absorption  of  the  additional  water  and  some  ions 
happens. 
Monosaccharide absorption is performed by an active transport (together 
with  sodium)  in  the  case  of  glucose  and  galactose,  and  by  a  passive 




Not  all  carbohydrates  can  be  digested  and  absorbed  by  the  digestive 





- Non‐digestible  oligosaccharides  (NDO):  raffinose,  stachyose, 
fructo‐and galactooligosaccharides, polydextrose and inulin. 
- Non‐starch  polysaccharides  (NSP)  (dietary  fibre):  cellulose, 





fructose.  Because  of  the  beta  configuration  of  the  anomeric  C2  in  their 
fructose monomers,  it  has  the  property  of  being  resistant  to  digestion 
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colon  (31).  The  fermentation  of  these  carbohydrates  by  the  colonic 
microflora  is  an  anaerobic  process  that  produces  the  short  chain  fatty 
acids  (SCFA)  acetate,  propionate  and  butyrate;  lactate,  carbon  dioxide 
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It is estimated that the concentration of SCFA in the colon ranges between 
70  and  100mmol/l  (43).  Acetate  and  propionate  are  absorbed  and 
transported  to  the  liver  for  the  gluconeogenesis  and  lipogenesis,  and 








SCFA  are  the  main  end  products  of  the  bacterial  fermentation  and 
contribute  to  lower  luminal  pH  in  the  large  intestine.  Human  studies 
showed  that  this  acidification  of  the  colon  stimulates  the  development 
and  growth  of  bifidobacteria  and  lactobacillus  population,  which  are 
perfectly adapted with  low pH, and also avoids the growth of pathogenic 
bacteria  (7;43).  This  selective  stimulation  of  bifidobacteria  and 
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The most important effects of prebiotics in human health are: 










fermentation are  the SCFA, which  contribute  to  lower  luminal pH  in  the 
large intestine. This acidification of the colon stimulates the development 






Prebiotics  increase  the  gas  production  and  the  microbial  mass  in  the 
colon,  and  this produce  an  increase  in  the  faecal  content.  Furthermore, 
SCFA  produced  through  the  fermentation  are  absorbed  by  the 
colonocytes, who  stimulate  the  growth  and  the  absorption  of  salts  and 
water.  This  fact  increases  the  humidity  of  the  faecal  bolus  and  the 
intestinal motility.  So,  the  transit  time  and  the  time  available  to water 
reabsorption decreases. Summarizing, prebiotics produce an  increase on 
faecal  bolus  weight  and  soften  its  consistency  (41).  However,  this 
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fermentation  can  have  a  clinical  disincentive:  the  CO2  and H2  produced 
through  the  fermentation  can  induce  unwanted  symptoms  as  increased 
gas production (48). 
 




certainty,  there  are  different  hypotheses  about  the mechanism  through 
which prebiotics could enhance mineral absorption (49). Firstly, as a result 
of the prebiotic fermentation, a high concentration of SCFAs reduces the 
pH of  the  colon.  This  fact may  increase  the  solubility  and  availability of 
some minerals,  specially magnesium  and  calcium. Another hypothesis  is 
that prebiotics may increase the water content in the colon, increasing the 




 Modulation  of  gastrointestinal  peptides  production,  energy 





to  the  discovery  of  differences  in  gut  microbial  composition  between 
obese  and  lean  individuals,  and  also  between  diabetic  and  non‐diabetic 
individuals (53‐55).  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
Dipòsit Legal: T 50-2015
 ‐ 42 ‐ 
Regarding the possible satiating effect of prebiotic supplementation, there 
have  been  controversial  results.  To  our  knowledge,  in  three  of  the  five 
published trials (56‐60), prebiotics produced a significant satiogenic effect 
in human subjects. The proposed mechanism to promote satiety might be 
an  increase  in  peptide  YY  (57;59;61),  glucagon‐like  peptide  1  (57;62), 
glucagon‐like  peptide  2  concentrations  (63),  and  reduction  in  ghrelin 
concentrations (61) induced by prebiotic supplementation.  
 
There  is no  consensus about  the effect of prebiotic  supplementation on 
body  weight.  Significant  reductions  in  body  weight  were  found  in  two 
studies  (61;64),  but  no  changes  in  body weight were  reported  in  other 




but  these  results were  not  significant  in  a meta‐analysis  (56;61;65;68). 
Therefore,  more  studies  are  necessary  to  demonstrate  an  effect  of 
prebiotics supplementation reducing energy intake.  
 
Other  effect  that  some  researchers  found  was  an  improvement  of 
postprandial glycaemia  in normal weight and obesity participants after a 
prebiotic supplementation  (57;69), and also a meta‐analyses support this 
property  (68).  Furthermore,  a  statistically  significant  reduction  in 
postprandial  insulin  concentrations  were  observed  in  overweight  and 
hypercholesterolaemic participants  (61;68;70). But,  not  significant  effect 
of  prebiotics  on  triglyceride  concentrations  in  healthy,  overweight  or 
hypercholesterolaemic subjects (68). 
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function  and  also  the  immunology  system  and  inflammatory  responses 
(71).  Prebiotics  produce  a  selective  increase/decrease  in  the  number  of 
bacterial species and change  the collective  immune  interactive profile of 
the  microflora.  Also  the  products  of  the  fermentation,  the  SCFA,  may 
interact changing the activity of the immune cells and enterocytes. Finally, 
another  hypothesis  is  that  the  butyrate may  reduce  the  epithelial  cells 
requirement of glutamine,  leaving this glutamine  for the  immune system 
cells  (31).   Due  to  the  capacity  of  prebiotics  to  inhibit  the  adhesion  of 





Through  the  fermentation  process,  prebiotics  increase  the  beneficial 
bacteria, the SCFA and also prevent the pathogenic bacteria growth in the 
colon.  Thus,  it  reduces  the  production  of  carcinogenic  substances. 






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 




Among  the  numerous  food  ingredients,  some  carbohydrates,  peptides, 
proteins and lipids are candidates to be prebiotics (21). However, most of 
the  interest  in  the  development  of  prebiotics  is  focused  on  the  non‐
digestible  oligosaccharides.  These  NDO  are  considered  to  be  the most 
important prebiotic substrates (74). 
 










Inulin  Yes Yes Yes  Yes 
Oligofructose Yes Yes Yes  Yes 
Galacto‐
oligosaccharides  Probable  ¿?  Yes  Yes 
Lactulose  Probable ¿? Yes  Yes 
Isomalto‐
oligosaccharides  Partly  Yes  Promising  No 
Lactosucrose  NA NA Promising  No 
Xylooligosaccharides  NA NA Promising  No 
Soybean 
oligosaccharides  NA  NA  NA  No 
Gluco‐
oligosaccharides  NA  NA  NA  No 
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(Table 2) (34;35). Although the first criteria for classification as a prebiotic 
(nondigestibility)  is  not  fully  met,  galactooligosaccharides  (GOS)  and 
lactulose still can be classified as prebiotics considering the existing data in 
human  studies  (32;34;75).  Data  are  promising,  but  more  studies  are 
needed  to  confirm  their  effect.  Especially,  data  are  needed  to  confirm 
compliance with the first criteria of resistance to gastric acidity, resistance 
to  hydrolysis  by mammalian  enzymes  and  resistance  to  gastrointestinal 
absorption, because is the criteria on which there is more lack of studies. 
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Carbohydrates  can  be  classified  according  to  their  molecular  size, 
determined  by  the  degree  of  polymerization,  the  type  of  bond  and  the 




























Although  this  classification  divides  the  carbohydrates  in  three  groups 
depending  on  the  degree  of  polymerization,  some  carbohydrates  like 
inulin exists  in nature  in various molecular  forms, so the  IUB‐IUPAC  Joint 
Commission  on  Biochemical  Nomenclature  stated  that  the  borderline 
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the  products  and  as  sweeteners.  The  other  group  are  the  non‐α‐glucan 
oligosaccharides,  among  which  we  highlight  inulin  and 
fructooligosaccharides  (36).  Maltodextrins  are  digestible  carbohydrates, 
whereas  inulin  and  fructooligosaccharides  pass  through  the  upper 
gastrointestinal  system  without  being  hydrolyzed  and  then,  reach  the 
colon where  they stimulate  the development of  the bifidus‐predominant 
flora  (78).  So  they  are  called  “non‐digestible  oligosaccharides”  (NDO) 
(36;79)  and  also  they have  the basic  characteristic of being  soluble  and 





A  German  scientist  was  the  first,  in  1804,  in  discover  and  isolate  this 
carbohydrate from Inula helenium, which was called inulin (81). Inulin and 
oligofructose  are  natural  food  ingredients widely  found  in many  plants, 
vegetables, fruits and cereals  including  leek, onion, wheat, garlic, banana 
and chicory (82;83) (Table 4). It has been estimated that the average daily 
consumption of  inulin and oligofructose  in Europe  is between 3‐10g/day 
and between 1‐4g/day in America (84).  
The  most  important  source  of  inulin  and  oligofructose  for  the  food 
industry  production  is  essentially  the  chicory.  Chicory  is  a  biennal  plant 
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Source Edible parts oligofructose  Inulin 
Onion  Bulb 3.1 1‐7.5 
Jerusalem artichoke  Tuber 58.4 17‐20.5 
Chicory  Root 3.9 15‐20 
Leek  Bulb 0.9 3‐10 
Garlic  Bulb 3.9 16 
Artichoke  Leaves‐heart 2.4 2‐7 
Banana  Fruit 1.4 ±1 
Barley  Cereal ‐ 0.5‐1 
Dandelion  Leaves ‐ 12‐15 
Salsify  Root ‐ ±20 
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During  the  last  two decades  food  industry  tried  to  isolate and purify  the 
inulin and oligofructose naturally present  in some vegetables and plants, 
to  use  it  as  a  functional  ingredient  (86). Nowadays  it  is  possible  to  use 























The  production  of  inulin  and  oligofructose  starts with  the  extraction  of 
inulin  from chicory  roots by a hot water  removal method,  followed by a 
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Food  industries also produce a high‐molecular‐weight  inulin‐type  fructan 
or a  long‐chain  inulin known as HP  inulin  (High performance  inulin), by 
applying  specific  separation  techniques  and  removing  the  shorter‐chain 
molecules. 
And  finally oligofructose  is obtained by a partial enzymatic hydrolysis of 
the  inulin.    Oligofructose  can  be  produced  by  two  techniques,  the  last 




1.4.4. Chemical  structure  and  physical  properties  of  inulin  and 
oligofructose 
 
From  a  chemical  point  of  view,  standard  inulin  is  a  polydisperse 




β‐Dfructofuranoside  (FpyFn).  These  two  compounds  are  included  under 
that same nomenclature  (Figure 7). The chain  length  range  from 2  to 60 
units, with an average degree of polymerization around 10 (34;38;82).  




obtained  by  the  partial  enzymatic  hydrolysis  of  inulin  using  an 
endoinulinase (EC 3.2 1.7), in which the DP varies from 2 to 7 (average = 4) 
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(38;86). Or  can otherwise be obtained by enzymatic  synthesis using  the 











Regarding  the physical properties,  inulin has a neutral  taste without any 
flavour and oligofructose has a moderately sweet taste. Although inulin is 
sweeter  than  HP  inulin,  and  it  is  often  used  to  combine  with  other 
ingredients  without modifing  the  flavours,  the  sweetest  product  is  the 
oligofructose with 35% of  sweetness  compared  to  sucrose.  Inulin  is  less 
soluble  than  oligofructose  (10%  instead  80%  in  water  at  room 
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temperature).  Concerning  the  functionality  in  foods,  inulin  has  the 






Chemical structure  GFn (2≤ n ≤ 60) GFn (10≤n ≤ 60) GFn + Fn (2≤ n ≤ 7) 
Average DP  12  25  4 




Sugars content (%)  8 0.5 5 
pH (105 w/w) 5‐7 5‐7 5‐7 
Appearance  White powder White powder White powder 
Taste  Neutral Neutral Moderately sweet 
Sweetness (v. sucrose)  10% None 35% 




Functionality in foods  Fat replacer Fat replacer Sugar replacer 
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As mentioned before  in  the  functional  food  chapter,  the  consumers  are 
increasingly interested in the consequences that food choices can have on 





Oligofructose  is used mixed with  intensity  sweeteners  to  replace  sugars 
providing  a  great  taste  and  masking  the  aftertaste  of  aspartame  or 
acesulfame  k.  It  is  usually  use  in  dairy  products,  baked  goods,  frozen 
desserts, low fat cookies and granola bars (86).  
Because of the gelling characteristics, inulin is also used in dairy products, 
table  spreads,  baked  goods,  cream  cheeses,  processed  cheeses,  frozen 
desserts  and  dressings  replacing  the  fat  content.  For  example,  in  dairy 
products,  inulin  improves  the  flavour  and  the  creamier mouthfeel  (82). 
Due  to  the  non‐digestibility  by  the  intestinal  microflora,  inulin  and 
oligofructose  are  used  as  ingredients  in  the  diabetic’s  food  products. 
Furthermore, both  inulin and oligofructose are used as a  fibre  ingredient 
in  food  products.  It  provides  better  viscosity  and  taste  and  it  is  an 
imperceptible way  to add  fibre  in  foods. As we mentioned before, both 
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There  are  some  commercial  products  that  are  mixtures  of  inulin  and 
oligofructose, for example, the Synergy 1® (SYN1). Orafti Synergy 1® is “an 
enriched  chicory  inulin  powder  containing  a  carefully  selected  degree  of 
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Prenatally,  the  gastrointestinal  tract  is  not  completely  sterile.  There  is 
some evidence suggesting a prenatal colonization of meconium, possibly 
through  translocation  of  the mother's  gut  bacteria  via  the  bloodstream 
(87). After birth, massive and  rapid colonization of  the digestive  tract by 




as  Enterobacteria,  Coliforms,  Lactobacilli  and  Streptococci;  followed  on 
the  2nd‐3rd  day  ,  by  strictly  anaerobic  bacteria,  such  as  Bifidobacteria, 




mother’s microbiota,  hygienic measures,  prematurity,  antibiotic  therapy 
and feeding type (Figure 9) (88;90).  
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Regarding  the way of delivery,  infants born by caesarean  section have a 
different  microbiota  composition  as  compared  with  vaginally  delivered 
infants.  The  last  infants  acquire  their  initial  intestinal  microbiota  from 
vaginal and faecal microbiota of the mother (88). Differently, infants born 
by  caesarean  section  show  a  different  pattern  of  gastrointestinal 
microbiota,  and  are  exposed  initially  to  bacteria  from  the  healthcare 




Concerning  the  feeding  type,  the  intestinal microbiota  of  breastfed  and 
formula‐fed  infants  are  comparable  for  the  first  three  or  four  days  but 
some  differences  appear  over  this  time  (6;8).  Numerous  studies  have 
shown  that  the  intestinal  flora  of  infants  fed with  human milk  includes 




It has been  known  that Bifidobacterium  is  the dominant bacteria  in  the 
infant gut microbiota, but the presence of this microorganism  is unstable 
and may change  rapidly  (87). The sucession of bacterial species  is a very 
complex  process,  so  microbiota  varies  during  the  first  months  of  life. 
When the infant reaches 1‐2 years of age, it establishes and at 3 years old 
begins to resemble the adult microbiota (11;87).  
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Human  milk  oligosaccharides  (HMOs)  represents  the  third  largest 
component  in  the human milk, after  lactose and  lipids  (93). Almost 200 
oligosaccharides have been identified in the human milk (94), but they are 
characterized by an enormous structural diversity (95). Structurally, HMOs 
are  composed  by  combinations  of  five  monosaccharide:  glucose, 
galactose, n‐acetylglucosamine, fucose and sialic acid (96). 
 
Each  women  synthesize  different  kind  of  oligosaccharides  (97),  and 
moreover, there are some variations in the composition and concentration 
over  the  course  of  lactation  process  (98‐101).  Human  milk  contains 
oligosaccharides  at  a  concentration  of  20–25  g/L  in  the  colostrums  and 






to  increase  Bifidobacteria  content)  or  prebiotic  effect  on  the  gut 
microbiota  (96;98;104). HMOs have  several key beneficial effects on  the 
development of the neonatal intestine, stimulating the growth of probiotic 
bacteria, having anti‐adhesive properties to protect the epithelial surface 
in  front  of  pathogenic  infections  and  also  having  an  effect  on  the 
development of the immune system (6;98;100;105).  
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Already, in 1905, Moro reported the predominance of Bifidobacteria in the 
breast‐fed  infants microbiota  compared  to  formula‐fed  infants  (106).  It 
was  in  1974 when  it was  suggested  the  effect  of  some molecules  from 
human milk defined  as  “bifidus  factor”  to promote  this bacteria  growth 
(107). Nowadays  it has been  known  that most of  the differences  in  the 
bacterial colonization between breast‐fed and formula‐fed  infants can be 
explained by these molecules, the HMOs (108).  
An  in  vitro  assay  with  human  breast  milk  samples  was  performed  to 
determine the kinetics of bacterial growth and the HMOs consumption by 
12  bifidobacterial  strains.  The  highest  growth  was  observed  with 
Bifidobacterium  longum  infantis strains, which consume nearly all HMOs, 
compared  with  other  strains  tested  like  Bifidobacterium  longum 
adolescentis, breve and bifidum, which showed lower or moderate growth 
hability (109). Another study was performed with 57 healthy mothers and 
their  infants. Breast milk  samples were  collected  and processed  in  vitro 
with HMOs. As in the previous study, Bifidobacterium longum infantis was 
the  fastest  strain and  it  consumed all HMOs  incorporated  in  their  intact 
forms.  These  results  propose  a  symbiotic  effect  between  HMOs  and 
microbiota (110).  
 
Because  of  the  benefits  on  infants’  intestinal microbiota  attributed  to, 
researchers are  interested  in the promotion of similar effects to formula‐
fed infants. However, in contrast to human milk, cow’s milk only contains 
trace  amounts  of  oligosaccharides.  Due  to  the  variety,  variability  and 
complexity of the HMOs,  identical structures  like HMOs are not available 
to reproduce  in  infant formulas (111;112). To achieve this objective, non‐
milk  oligosaccharides  should  be  considered  (100).  There  are  some  non‐
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milk  oligosaccharides,  like  galacto‐oligosaccharides  (GOS)  and  fructo‐
oligosaccharides (FOS) that can be used as functional ingredients in infant 








studies  the  term oligofructose  can be used  to  identify both  compounds 
(32;38).  Moreover,  fructan  is  a  general  term  used  for  “any  compound 
where  one  or  more  fructosyl‐fructose  linkages  constitutes  a  majority  of 
linkages”  (113).  So,  inulin  and  oligofructose  have  also  been  defined  as 
fructans (35).  
 
The  beneficial  effects  of  inulin  and/or  oligofructose  on  the  intestinal 
microbiota  have  already  been  demonstrated  in  adults.  A  recent  review 
reported  significant  bifidogenic  changes  in  the  composition of  the  adult 
microbiota  after  inulin  or  oligofructose  consumption  (19). Most  of  the 
studies  showed an  increase  in Bifidobacterium bacteria after a prebiotic 
supplementation, however no consensus about the effect of prebiotics on 
other  types  of  bacteria,  was  found  (114‐117).  In  infants, many  studies 
examined  the  use  of  formulas  supplemented  with  long‐chain  fructan 
polysaccharides  (i.e.,  long‐chain  inulin  and  fructooligosaccharides  (FOS)) 
and galactooligosaccharide mixtures (GOS) in healthy newborns (118‐120).  
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To study  the safety and/ or efficacy of an  infant/  follow‐on  formula,  it  is 
important  to  analyse  the  effect  of  such  formula  on  safety  and  efficacy 









 Growth:  it  should be  compared  to  a non‐supplemented  formula 
and breastfeeding (the gold standard). 










All  the  parameters  should  be  compared  between  the  supplemented 
formula, a non‐supplemented  formula  (placebo) and breastfeeding  (as a 
gold standard reference with the desired effects). 
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To describe  the state of  the art  in  relation  to  the effects of prebiotics  in 
newborns,  we  will  consider  all  of  the  above  mentioned  outcome 
parameters in order to identify research needs. 
 
Regarding  growth  parameters,  some  studies  reported  the  weight  gain 
(g/day),  length and head circumference gain  (cm/week) of  the  infants  in 
prebiotic and  control  formula group  (119;120;123‐129).  In a prospective 
study  110  healthy  term  infants  were  randomly  assigned  to  5  different 
feeding  groups  (control  formula,  standard  formula  enriched  with  SYN1 
0.4g/dL, standard  formula enriched with SYN1 0.8g/dL, standard  formula 
enriched with GOS:FOS 0.8g/dL or breastfed group). The  results  showed 




weight  gain  increased  significantly  in  the  prebiotic‐supplemented  group 
(1g/day)  compared  to  control  formula  (130).  Also,  two  other  meta‐
analyses  have  shown  that  prebiotic  supplementation  is  associated with 
slightly  greater  weight  gains  (0.93g/day  and  1.07g/day,  respectively) 
(71;131). These  results  show  that prebiotics have no negative effects on 
weight  gain  and  allow  a  proper  growth  of  newborns.  Furthermore,  no 




on  growth  in  healthy,  term  infants  (132)  and  also  a  Cochrane  Review 
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studies  (119;123;125;133)  concluded  that  prebiotics  in  infant  formulas 
increase  significantly  the  stools  frequency  compared  to  control  formula 
(130) and also some studies found that the stools from the prebiotic group 
were  significantly  softer  compared  to  control  group  (123;125‐127;133). 
Also a prospective study, not included in the previous meta‐analyses, was 
performed with 160 healthy term infants. Infants were randomly assigned 
to  receive  standard  formula  with  0.4g/dL  GOS/FOS  (90% 
galactooligosacharides  and  10%  long‐chain  inulin)  or  control  formula 
(standard  formula)  during  the  first  12  weeks  after  birth.  The  results 











immunity,  however  there  were  no  consistent  data  and  further  studies 
would be necessary.  
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To  investigate the effect of a prebiotic mixture  in the  incidence of atopic 
dermatitis,  it  was  performed  a  prospective  trial  with  259  health  term 
infants with risk for atopy. Infants received a hypoallergenic formula with 














that  the  infant  formula  with  prebiotics  significantly  increased  these 
microorganisms in fecal samples (log10CFU/g stools) (126;127;135;136). In 
most  of  the  studies,  the  milk  is  supplemented  with 
galactooligosaccharides  (GOS),  instead oligofructose  (FOS) or  inulin. Only 
one  of  the  four  studies  included  in  a  recent meta‐analyses  publication 
(130) was performed with HP  inulin.  It was a clinical trial with thirty two 
term  infants  that  were  recruited  and  randomized  to  a  supplemented 
formula with 0.8g/dL GOS/HP  inulin mixture or standard formula without 
supplementation.  Stool  samples  were  collected  at  initiation  of  study 
formula  feeding  and  28 days  later.  The number of bifidobacteria  at  the 
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beginning of  the  study did not differ between  feeding groups. However, 
after  28  days,  bifidobacteria  counts  were  significantly  higher  in  the 
supplemented  formula group compared  to control group. A  limitation of 
this study was the short‐term follow‐up of the children, which only lasted 





analyses    showed  that  prebiotics  significantly  increased  lactobacillus 
counts  in  faecal  samples  compared  to  the  control  formula  group 
(126;130;136).  As  we  previously  mentioned,  Bacteroides  and 
Enterobacterias  are  considered  neither  harmful  or  pathogenic  nor 
beneficial for health promotion, because they have positive and negative 
functions  in  human  health.  Related  to  this,  Brunser  et  al.  showed  that 
there were no significant differences in the number of Enterobacteria and 
Bacteroides between the prebiotic and control formula groups (137).  
These  are  the  main  effects  of  infant  formulas  supplemented  with 
prebiotics  like  inulin,  HP  inulin,  oligofructose  or  galactooligosaccharides 
(GOS)  in healthy newborns.    If we  focus on  the  effects of our prebiotic 
product, SYN1, we only  found a  recent  study  in a  term newborn  infants 
(129).  It  is  randomized,  controlled 4‐week  trial  in newborns, and  infants 
were  randomly  assigned  to 5  groups:  control  formula,  standard  formula 
enriched with SYN1 0.4g/dL, standard formula enriched with SYN1 0.8g/dL 
or  standard  formula enriched with GOS:FOS 0.8g/dL or breastfed group. 
Both  SYN1  and  GOS:FOS  formulas  promoted  stools  consistency  and 
microflora composition closer  to  those of breastfed  infants as compared 
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The mean  number  of  bifidobacteria was  around  12%  higher  among  the 
breastfed  infants  and  the  supplemented  formulas  as  compared  to  the 
control group (129). To find out the effective dose of SYN1‐supplemented 
formulas,  the  same  study  compared  the 0.8  g/dL with  a 0.4  g/dL  SYN1‐
supplemented  formula;  they  found  that  the  0.8g/dL  supplemented 
formula  leaded  to  a  higher  number  of  depositions  and  to  softer  stools 




There  is a concern  that a possible harmful effect by adding prebiotics  in 
infant formulas may be produced by the induction to more watery stools, 
which could  increase  the  risk of dehydration  in some  infants, as pointed 
out by the European Society  for Paediatric Gastroenterology, Hepatology 
and Nutrition  (ESPGHAN)  (111;138). The  scientific committee on  food of 
the European Commission reported that there is no conclusive data about 
water balance in infants fed with a prebiotic supplemented formula (138). 
Although  previous  studies  assessed  the  effects  of  SYN1  on  newborns 
(129),  the study period was only  four weeks, and  the water balance was 
not  assessed.  Therefore,  to  demonstrate  the  safety  and  efficacy  of  the 
SYN1 supplementation in infants, there is still the need to assess the effect 
of SYN1 during a  longer period, with  special attention on water balance 
(for  the  potential  risk  of  increasing  watery  stools  and  consequent 
dehydration).  
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neonates  allowing  appropriate  growth  and water  balance.  Furthermore, 
infants  fed with  the SYN1‐formula have better composition of microflora 
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 To evaluate  the occurrence of digestive  symptoms  such as colics 
or regurgitation in SYN1 supplemented infants during the first four 
months of life, compared to non‐supplemented infants. 







 To  analyze  if  there  are  differences  in  the  water‐electrolyte 
balance, proteins, minerals and kidney function in infants fed with 
the  supplemented  formula  or  placebo  formula,  during  the  first 
three months of life. 
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Efficacy: 
 To  analyze  whether  infants  with  supplemented  formula  SYN1 
improve bowel function by increasing stools frequency and favour 
softer stools (compared with infants fed with control formula). 
 To analyze  the efficiency of  the  formula‐SYN1  in modulating  the 
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Double‐blind,  randomized,  placebo‐controlled  and  parallel  trial  with  2 










samples,  and  of  medical  and  nutritional  data  was  planned,  as  well  as 
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Table 6. Time schedule: schema of the study trial 
  V0  C1  V1  C2  V2  C3  V3  C4  V4 
Age (M)   At 
birth
0.5  1   1.5  2   2.5  3   3.5   4  
Personal interviews/study visits 
Explanation of the study to 
parents  X                 
Informed consent  X                 
Randomisation  X                 
Baseline data collection  X                 
Sociodemographic data  X                 
Visit: Anthropometry      X    X    X    X 
Visit: medical history      X    X    X    X 
Blood sample drawing 
(optional)              X     
Phone interviews 








    X    X    X    X 
Food habits questionnaire      X    X    X    X 
Stools sample collection  X    X        X    X 
Urine sample collection      X        X     
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standard breast milk  intake  volumes,  those published by 
the  DARLING  study)  (141).  There was  no  control  of  the 
infant  formula  or  human  milk  consumed  prior  to 
enrolment. 
 No  complications  in  breastfeeding  before  hospital 
discharge (first 2‐5 days of life). 
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to  exclusive  infant  formula  during  the  first  4  weeks  of  life  had  the 





 Serious  respiratory,  neurological,  gastrointestinal  or  metabolic 
disorders. 
 Infections or other serious diseases that could hinder growth. 
 Parents  or  guardians  who  cannot  be  expected  to  comply  with 
protocol. 





 Switching  to other  formulas or complementary  feeding  for more 
than  10%  of  the  total  energy  intake  or  for  more  than  3 
consecutive days. 
 
Before  the  research  team  approached  the  families,  the  investigators 
checked the chosen feeding type, to inform them properly. Breastfeeding 
is  considered  as  the  gold  standard  for  infants  and was  encouraged  and 
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supported  during  all  the  study  period.  No  information  about  infant 
formula  distribution  (to  infants  in  formula  fed  groups)  was  given  to 
families  of  breastfeed  infants  to  avoid  any  negative  influence  on 
breastfeeding decision. Breastfed infants, who were included in the study 
from  birth  but  switched  to  exclusive  formula  feeding  during  the  first  4 
weeks  of  life,  were  then  informed  and  had  the  possibility  to  be 
randomized  and  allocated  in  1  of  the  2  study  formula  groups. Mothers 














expected  to have any effect on  the gut) equivalent  to  the weight of  the 
SYN1  in  the  SYN1‐supplemented  formula.  The  test  substance was  SYN1 
(0.8 g/dl), a chicory‐derived fructan formulation with an active fructan that 
is  composed  of  approximately  50%  oligofructose  (degree  of 
polymerization [DP] <10) and 50% long‐chain inulin (DP ≥10).  
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their participation  in  the study and after until  they changed  to  follow‐on 
formula  (as  indicated  by  their  paediatricians).  The  infant  formulas were 
administered to the infant for every meal during the first 4 months of life. 
The  subjects  should  not  alter  their  usual  feeding  regimen  during  the 
intervention period. 
Participants  received  instructions  to  prepare  the  infant  formula  as 
standardized.  The  instructions were  that  the  bottle  should  be  prepared 
adding  a  scoopful  of  4.3g  (14.33g/100  ml,  14.33%  solution)  powdered 
infant  formula  for each 30mL of water. First,  the water should be put  in 
the bottle and second the powdered formula. After that, the bottle should 
be shaken to favour the dilution. 




Nutrient  Units  Control formula  Synergy1 formula 
Energy value  kcal  66,8  64,9 




Casein (40%)  g  0,6  0,6 
Fat  g  3,6  3,6 
Carbohydrates  g  7,2  6,4 
Lactose  g  6,3  6,3 
Maltodextrin  g  0,9  0,1 
Fibre (SYN1)  g  ‐  0,83 
Minerals   
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Sodium  mg  32,3  32,3 
Potassium  mg  82,6  82,6 
Chloride  mg  45,2  45,2 
Calcium  mg  63,2  63,2 
Phosphorous  mg  42,6  42,6 
Iron  mg  0,6  0,6 
Magnesium  mg  7,2  7,2 
Zinc  mg  0,6  0,6 
Copper  mg  38,1  38,1 
Iodine  mcg  9,7  9,7 
Manganese  mcg  10,3  10,3 
Selenium  mcg  6,6  6,6 
Vitamins   
Vitamin A  mcg  66  66 
Vitamin D  mcg  1,1  1,1 
Vitamin E  mg  0,8  0,8 
Vitamin K  mcg  5,8  5,8 
Vitamin B1  mcg  79  79 
Vitamin B2*  mcg  168  168 
Vitamin B6  mcg  48  48 
Vitamin B12*  mcg  0  0 
Vitamin C  mg  12  12 
Folic Acid  mcg  12  12 
Calcium Panth.  mg  0,5  0,5 
Nicotinamide  mg  0,6  0,6 
Biotine  mcg  3,2  3,2 
Others       
Choline  mg  9,7  9,7 
Taurine  mg  2,6  2,6 
Inositol  mg  3,4  3,4 
L‐Carnitine  mg  1,9  1,9 
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Blinding, randomization and allocation concealment 
Four different  infant  formula containers were created  (identified only by 
different colours: yellow, red, blue and green), two for each study formula 
(to better protect  the blinding of  the  intervention).  The  infant  formulas 
were packed  in  sealed boxes  labelled  in  such a way  that  the  content of 
SYN1 and maltodextrin were unknown to both the study investigators and 
the  parents  of  the  study  subjects.  The  code  (correspondence  between 
colour and treatment) was blinded to all of the  investigators, participants 




The  random  list  of  treatments  was  prepared  by  an  investigator  (not 




Allocation  concealment  was  ensured  by  sequentially  numbered  sealed 





Families’  adherence  to  the  treatment  was  checked  every  two  weeks 
alternatively  by  phone  calls  or  during  study  visits. During  the  phone  or 
personal  interviews,  the  investigators  asked  the  families,  if  they  had 
included any other infant formula, supplement or complementary feeding. 
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1. Families  were  encouraged  (and  provided  with  mobile  phone 
numbers)  to  contact  the  study  team  if  they  felt  that  the  infant 
formula  had  any  adverse  effect  on  the  infant  (like  vomiting, 
regurgitation, diarrhoea, colics, excessive crying, etc) 
2. The  study  team  asked  monthly  by  telephone  interviews  to  the 
mothers  how  they  felt  the  study  formula was  accepted  by  their 
infants.  










The  adverse  events  detected  by  the  research  team  were  individually 
recorded  in  specific  forms  (Appendix  9.1). After  completing  the  adverse 
event form by infant, the events were classified. 
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The  intensity  grades  of  a  non‐serious  adverse  event were  rated  by  the 
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In  order  to  detect  any  potential  adverse  event  related  to  the  study 
product  during  the  study  progress,  all  adverse  events  and  digestive 
symptoms (even if not expected to be related to the study formula) were 
recorded in a data base and classified by type of colour of infant formula. 
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a)  Medical  history/Digestive  Symptom  questionnaire 
(recall  last  4 weeks):    Stools  frequency  and  consistency, 














a) Dietary  intake: 2‐days  food diary  the  two days before  PR  V1, V2, V3  
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c) Case  report  form:  to be  filled in  just  in  case of  illness 










b)  Stools:  Microbial  composition  (bacteroides, 





titres  to  vaccinations  as  performed  and  Immunoglobulin 
(Difteria  IgG, Tetanos  IgG, Pertusis  IgG,  total  IgG,  IgE and 
IgM) 
LAB  V3 
MR:  medical  records  at  hospital;  PI:  parents’  interview  by  investigators;  IA: 











baby  scale  (precision:  ±10g)  and  a  SECA  232  stadiometer  (precision: 
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±1mm),  respectively.  To measure  skinfold  thicknesses,  a Holtain  calliper 
was used  (precision: ±0.2mm) and  for  the  rest of measurements a non‐
extendable  insertion tape was used  (precision: ±1mm). The devices were 
monthly  calibrated.  Measurements  were  taken  by  trained  personnel, 
following  the WHO  recommendations  based  on  the  Lohman  reference 
manual (142). 
Measurements were  taken  in duplicate, except  skinfold  thickness, which 
were  taken  in  triplicate.  To minimize  inter‐observer  variability,  skinfold 
thickness  measurement  procedures  were  carefully  standardized.  The 
tricipital  skinfold was measured  in  the posterior midline of  the  left arm, 
over  the  triceps  muscle,  at  the  midway  point  between  the  lateral 
projection of the acromion process of the scapula and the inferior margin 
of  the olecranon process of  the ulna, with  the  arm hanging  loosely  and 
comfortably  at  the  subject's  side.  The  subscapular  skinfold,  on  the  left 











During  the visits,  the  research  team  interviewed parents about digestive 
functioning, illnesses, etc. during the previous month (Appendix 9.2). 
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b) Infant’s Behaviour Questionnaire 





visits  by  the  study  personnel.  Parents  were  asked  for  feeding  type, 
acceptance of formula, and potential supplementation of  infants. Parents 





A diary was  filled  in by  the parents  the  two subsequent days  just before 
the  visits.  The  diary  form  requested  information  on  formula  intake 
(volume) in each meal during the 2 days prior to the visit. During the visit, 





A diary was  filled  in by  the parents  the  two subsequent days  just before 
the  visits.  The  diary  form  requested  information  on  tolerance  (vomiting 
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stored  at  ‐20ºC  until  its  transport  (within  1  week)  and  analysis  in  the 
centralized  laboratory. Urinary Cl, K and Na were determined by  indirect 
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potenciometry  and  creatinine  by  Jaffe  reaction  method  in  a  Siemens 
ADVIA 2400  (Siemens Medical Solutions and Diagnostics, Dublin,  Ireland) 
using  standardized  protocols;  osmolarity  was  measured  by  the  USC 

















An  amount  >  2g  of  stools was  filled  in  the  sterile  vial  using  the  plastic 
spoon, to be frozen as soon as possible at ‐20°C for later analysis. At least 
2g  of  stools were  necessary  for  analysis.  Bacterial  flora  analysis  of  the 
stools  samples  for Bifidobacterium, Bacteroides, Enterobacteriaceae  and 
total  bacteria  was  done  by  qPRC  technique,  in  a  subgroup  of  infants 
(approximately 50 per group)  in the samples from baseline and month 3. 
Stools were stored at the Hospitals (for maximum of 6 months) and were 
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then  sent  to  a  central  laboratory  (Institut  für  Mikroökologie,  Auf  den 
Lüppen 8, Herboron, Germany) to start the procedure.  
DNA was  extracted  using  Easy Mag  DNA  Isolation  system  (BioMerieux, 
Nuertingen,  Germany)  according  to  the  manufacturer’s  instructions. 
Quantitative PCR amplification and detection were  carried out using  the 
primers.  PCR  amplification  and  detection  was  performed  using  an  ABI 
7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) in 




For  the  negative  control,  1,5  µl  of  sterile  distilled water  instead  of  the 
template  DNA  solution was  added  to  the  reaction  solution.  A  standard 
curve was produced using the appropriate reference organism to quantify 
the qPCR  values  into numbers of bacteria per  gram  stool.  The  standard 
curves were prepared using the same PCR assays as for the samples. The 
fluorescent  products  were  detected  in  the  last  step  of  each  cycle.  A 
melting  curve  analysis was  carried  out  after  amplification  to  distinguish 




Detection  Software  Version  1.4.  The  real‐time  PCRs were  performed  in 
triplicate,  and  average  values  were  used  for  enumeration.  The 
amplification program used consisted of one cycle of 95° C for 15 minutes 
and  then  40  cycles  of  95°  C  for  30  seconds,  50  to  60  °C  for  60 
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Parents  brought  their  infants  to  the  hospital  and  a  nurse  collected  the 
blood  sample.  The  amount  of  whole  blood  collected  was  3.5 mL.  Ions 
equilibrium was analysed  immediately at the  laboratory of each Hospital, 
and  the  rest  of  blood  parameters  were  analyzed  at  only  1  central 




the  centralized  laboratory.  Cl,  K  and  Na  were  determined  by  indirect 
potentiometry, total proteins by Biuret method, albumin by bromocresol 
purple method; C reactive protein by a turbidimetric method and urea and 
cholesterol  by  a  enzymatic method  in  a  Siemens  ADVIA  2400  (Siemens 
Medical  Solutions  and  Diagnostics,  Dublin,  Ireland)  using  standardized 
protocols; prealbumin, Ig M, Ig G and Ig E were analyzed by nephelometry 
in  a  Siemens  BN  II  (Siemens Medical  Solutions  and Diagnostics, Dublin, 
Ireland);  Ig  G  Tetanus  and  IgG  Diphteria  were  measured  by 
enzimoimmunoanalysis  in  a  Genzyme  VIROTECH  Minilyser  (Genzyme 
VIROTECH  GmbH,  Russelsheim,  Denmarky)  and  a manual  ELISA  (Serion 
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The  sample  size  (64  per  group) was  calculated  to  allow  detection  of  a 
difference of 0.5 SD in weight gain (as the main safety outcome measure) 
over the study period.  In order to  terminate the study with 64  infants  in 
each  group,  100 breastfed  infants  (BF)  and 200  formula  fed  infants  (FF; 
100 in each formula group) were planned to be recruited. During the field 
work,  we  envisaged  a  dropout  rate  higher  than  the  forecasted  (35%). 
Therefore  in  order  to  not  lose  statistical  power  we  randomized  52 
additional  participants  after  the  first  200  formula‐fed  infants  had  been 
recruited. Only the formula‐fed (randomized) groups were included in the 






Personal  data  to  allow  contact  study  participants  (name,  address, 
telephone) were  recorded  in a data base only available under password 
for  investigators  directly  related  to  the  project.  This  personal  data 
information was  always  separated  from  all  the  collected  data  and  form 
sheets.  
All  infants were  identified at form sheets and faecal samples by  initials, a 
screening  number  and  a  randomization  number.  The  screening  number 
was a correlative number given to the  infant by order of  inclusion  in the 
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study. The randomization number was a correlative number as well, given 
only  to  formula  fed  infants  by  order,  according  to  the  treatment  list, 
associated to a treatment. 
A  Microsoft  Access®  data  base  to  introduce  all  collected  data  was 
designed  and  placed  in  a  server  only  available  under  password  for 
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The  descriptive  results were  expressed  as means  (±SD)  or medians  and 
interquartile  ranges  (IQR)  for normal  and  skewed  variables  respectively, 







T‐tests  or Mann‐Whitney  U‐tests  were  used  for  statistical  comparisons 
during the cross‐sectional analyses between feeding groups, as requested 
by  normally  distributed  or  none  normally  distributed  variables.  Pearson 
chi‐square  and  Fisher’s  exact  tests  (if  observed  frequencies were  under 
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T‐Test  for  repeated measures  (for  each  feeding).  For  skewed  variables, 
Wilcoxon  tests  for  repeated  measurements  were  applied  for  2  group 
comparisons. Mean  longitudinal  changes  for  parameters  assessed more 
than  twice,  i.e.  growth,  deposition  number  or  faecal  consistency  score 
were tested by applying a one‐way linear model for repeated measures.  
A  linear  regression  analysis  including  formula  type  and  bacterial  counts 
was performed to show the effects on faecal consistency and frequency. 
A  Cox  regression  was  applied  to  compare  withdrawals  rates  between 
study groups during the whole study period.  
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The  protocol  and  the  study  conducted  (enrolment,  intervention 
allocation, follow‐up,  control  of  adverse  events  and  data  analysis)  was 
designed following the CONSORT Guidelines for clinical trials (146;147).  
The  study  protocol  was  submitted  and  approved  by  the  Ethical 
Committees of both Hospitals where the study was conducted.  
 
Written  informed  consent  was  obtained  from  each  participant  by  the 
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doubts  that  could  rise  among  families. To enhance  communication with 
the  research  team,  families were provided with  the nutritionist’s mobile 
phone numbers. So  that, participants could contact  the  team as  soon as 




Nutritionists were  trained  to  revise  food diaries of participants  to obtain 
the most accurate information during the study visits. So that, they check 
preparation of  formula dilution,  final volumes offered and  final  volumes 
consumed  (148) and then re‐checked with  families the possible  inclusion 




Training:  nutritionists  conducting  the  study  trial  were  provided  with 
Standard  Operating  Procedures  (SOPs),  based  on  the  World  Health 
Standards (142;149;150). They were trained by senior scientists, expert in 
assessing infant growth and doing anthropometrical measurements during 
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the previous month to the beginning of the study. Furthermore, the team 
performed  repeated  measures  to  the  same  infants  to  ensure 
harmonization of measures prior  to  the  study beginning  and during  the 
conduct of the study trial. 
 
Repeated  measures:  to  ensure  precision  of  anthropometrical 
measurements,  all  measures  were  taken  in  duplicate  unless  skinfolds, 
which  were  taken  in  triplicate.  Differences  in  duplicate  or  triplicate 
measures  higher  than  the  5%  were  considered  poorly  precise  and 
repeated. 
  
Calibration  of material:  the  baby  precision  scales were  calibrated  using 
certified  5Kg  (nb.  Z041612)  and  10Kg  (nb.  Z06073787)  Cofrac  Class M1 
(1mg‐20Kg)  standard weights  for  test  points  5,  10  and  15Kg.  The  infant 





As  previously  commented,  we  performed  a  random  list  using  EPIDAT 
computer program. After, investigators of the unit not directly involved in 
recruitment,  introduced  the  treatments  by  order  into  previously 





UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
Dipòsit Legal: T 50-2015
 ‐ 106 ‐ 
The treatment was not revealed to  investigators until the follow up of all 













to  the study centres,  isolating bags and  ice patches were provided  to all 
families. So  that, urine samples arrived refrigerated  to study centres and 
faecal  samples  remained  in  freezing  conditions  during  its  transport  the 
study centre. 
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Infants  allocated  in  the  different  feeding  groups  were  similar.  Genders 
were distributed similarly  in all  feeding groups at recruitment  (Table 11). 
Within  the  control  group  there were  a  higher  proportion  of  caesarean 
















Male  67 (54)  62 (48.4) 66 (48.5)
0.374  0.617 
Female  57 (46)  66 (51.6) 70 (51.5)
Delivery way 
Vaginal  84 (67.7) 104 (81.3) 104(76.5)
0.014  0.684 
Caesarean 40 (32.3) 24 (18.8) 32 (23.5)
   FF: formula fed.  
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  (n = 124)  (n = 128)  (n = 131)   
Birth Weight (g)  3235 (346)  3289 (385) 3302 (346) 0.248 
Birth Length (cm)  49.5 (2.0)  49.7 (1.8)  49.8 (1.6)  0.376 
Birth Head circunference (cm)  34.2 (1.3)  34.3 (1.2)  34.5 (1.2)  0.600 





Sociodemographic  characteristics  of  the  family,  like  parents’  nationality, 
working status, type of occupation or education level were similar in both 
formula groups (Tables 13 and 14). 
As  reported  previously  in  the  literature,  breastfed  infants  differed  from 
formula  fed  infants  in  many  socioeconomic  parameters.  Mothers  and 
fathers of  infants who were breastfed had higher proportion of qualified 
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Foreigner  0 (0)  1 (0.83)  5 (4.07) 
0.316  0.010 
Spanish  120 (100)  119 (99.2)  118 (95.9) 
Father’s Nationality   
Foreigner  9 (7.6)  6 (5.0)  8 (6.5) 
0.424  0.941 
Spanish  110 (92.4)  113 (95.0)  115 (93.5) 
Mother working the previous week   
No  54 (45.8)  56 (47.5)  31 (25.4) 
0.794  <0.001 
Yes  64 (54.2)  62 (52.5)  91 (74.6) 
Father working the previous week   
No  19 (16.1)  20 (17.5)  14 (11.45) 
0.769  0.181 
Yes  99 (83.9)  94 (82.5)  108 (88.5) 
Mother’s occupation level   
Low qualified  17 (14.9)  18 (16.2)  7 (6.1) 
0.631  <0.001 Medium qualified  81 (71.0)  82 (73.9)  62 (53.9) 
High qualified  16 (14.0)  11 (9.9)  46 (40.0) 
Father’s occupation level   
Low qualified  61 (54.5)  52 (48.6)  26 (21.7) 
0.374  <0.001 Medium qualified  33 (29.5)  41 (38.3)  48 (40.0) 
High qualified  18 (16.1)  14 (13.1)  46 (38.3) 
BF: breastfed, FF: formula fed. 
 
This  similar  distribution  of  infants  and  their  characteristics  in  the  two 
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education  1 (0.9)  0 (0)  0 (0) 
0.550  <0.001 
Primary level of education  11 (9.3)  9 (7.9)  4 (3.3) 
Lower secondary level of 
education  35 (29.7)  43 (37.7)  16 (13.2) 
Upper secondary level of 
education   36 (30.5)  25 (21.9)  20 (16.5) 
Post‐secondary non‐
tertiary  12 (10.2)  13 (11.4)  23 (19.0) 
First stage of tertiary 
education  23 (19.5)  24 (21.1)  56 (46.3) 
Second stage of tertiary 
education  0 (0)  0 (0)  2 (1.7) 
Father’s education level   
Preliminary level of 
education  0 (0)  0 (0)  1 (0.83) 
0.069  <0.001 
Primary level of education  18 (15.7)  17 (15.6)  9 (7.4) 
Lower secondary level of 
education  48 (41.7)  30 (27.5)  16 (13.2) 
Upper secondary level of 
education   26 (22.6)  27 (24.78)  27 (22.3) 
Post‐secondary non‐
tertiary  15 (13.0)  14 (12.8)  26 (21.5) 
First stage of tertiary 
education  8 (7)  20 (18.4)  40 (33.1) 
Second stage of tertiary 
education  0 (0)  1 (0.9)  2 (1.7) 
BF: breastfed, FF: formula fed. 
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reason  group were  distributed  similarly  between  formula  groups  during 
each  of  the  4 months.  Dropouts/withdrawals  at  any  timepoint  did  not 
affect  the  similar  distribution  of  infants  in  both  study  formula  groups. 
Neither  the number of  infants  in each  feeding group, nor  the gender or 
any  other  of  the  baseline  characteristics  (see  corresponding  sections 
above) differed between feeding groups at any of the time points (month 
1, 2, 3, 4). Table 15 and 16 show detailed information about all cases and 
reasons  to  dropout  or  withdraw  from  the  study.  Breastfed  infants,  as 
expected,  presented  different  distribution  of  dropout  reasons  than 
formula fed infants. The reason for the high number of dropouts because 
of  “exclusion  criteria”  in  the breastfed  group,  especially  in  the  first  two 

















Loose stools  2 (22.2)  1 (7.7)  0 (0) 
Lactose or cow’s milk intolerance 
suspicion  0 (0)  4 (30.8)  0 (0) 
Colic  1 (11.1)  1 (7.7)  0 (0) 
Lack of weight gain  1 (11.1)  2 (15.4)  1 (100) 
Constipation  0 (0)  1 (7.7)  0 (0) 
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Exclusion criteria  5 (22.7)  6 (23.1)  20 (40.8)   
Antibiotics/ drugs that may 
influence flora  3 (60)  4 (66.7)  9 (45)  NS 
Contact lost  2 (40)  2 (33.3)  11 (55) 
Subjective  7 (31.8)  6 (23.1)  ‐   
Mothers reporting non‐tolerance  3 (42.9)  3 (50)  ‐ 
NS Parents believe that study 
formula did not feed  2 (28.56)  1 (16.7)  ‐ 
Lack of confidence  2 (28.6)  2 (33.3)  ‐ 
Introduction complementary 
feeding  0 (0)  1 (3.8)  0 (0)   
Others  1 (4.6)  0 (0)  4 (8.2)   
Breastfeeding abandonment  ‐  ‐  24 (49)   
MONTH 2         





Loose stools  2 (28.6)  0 (0)  0 (0) 
Lactose or cow’s milk intolerance  1 (14.23)  2 (40)  0 (0) 
Colic  2 (28.6)  0 (0)  0 (0) 
Lack of weight gain  0 (0)  0 (0)  1 (100) 
Constipation  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Exclusion criteria  10 (52.6)  2 (15.4)  2 (25)   
Antibiotics/ drugs that may 
influence flora  9 (90)  1 (50)  2 (100)  NS 
Contact lost  1 (10)  1 (50)  0 (0) 
Subjective  2 (10.5)  1 (7.7)  ‐   
Mothers reporting non‐tolerance  2 (100)  0 (0)  ‐ 
NS Parents believe that study 
formula did not feed  0 (0)  1 (100)  ‐ 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 










Lack of confidence  0 (0)  0 (0)  ‐ 
Introduction complementary 
feeding  0 (0)  4 (30.8)  0 (0)   
Others  0 (0)  1 (7.7)  0 (0)   
Breastfeeding abandonment  ‐  ‐  5 (62.5)   
MONTH 3         





Loose stools  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Lactose or cow’s milk intolerance  1 (50)  2 (50)  0 (0) 
Colic  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Lack of weight gain  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Constipation  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Exclusion criteria  1 (25)  2 (25)  6 (54.5)   
Antibiotics/ drugs that may 
influence flora  1 (100)  2 (100)  5 (83.3)  NS 
Contact lost  0 (0)  0 (0)  1 (16.7) 
Subjective  0 (0)  0 (0)  ‐   
Mothers reporting non‐tolerance  0 (0)  0 (0)  ‐ 
‐ Parents believe that study 
formula did not feed  0 (0)  0 (0)  ‐ 
Lack of confidence  0 (0)  0 (0)  ‐ 
Others  0 (0)  0 (0)  0 (0)   
Introduction complementary 
feeding  1 (25)  2 (25)  1 (9.1)   
Breastfeeding abandonment  ‐  ‐  4 (36.4)   
MONTH 4         
Symptoms  1 (9.1)  0 (0)  0 (0)   
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Loose stools  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Lactose or cow’s milk intolerance  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Colic  1 (100)  0 (0)  0 (0) 
Lack of weight gain  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Constipation  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Exclusion criteria  0 (0)  5 (27.8)  4 (36.4)   
Antibiotics/ drugs that may 
influence flora  0 (0)  5 (100)  4 (100)  NS 
Contact lost  0 (0)  0 (0)  0 (0) 
Subjective  2 (18.2)  1 (5.6)  ‐   
Mothers reporting non‐tolerance  1 (50)  1 (100)  ‐ 
NS Parents believe that study 
formula did not feed  0 (0)  0 (0)  ‐ 
Lack of confidence  1 (50)  0 (0)  ‐ 
Introduction complementary 
feeding  8 (72.7)  12 (66.7)  5 (45.5)  ‐ 
Others  0 (0)  0 (0)  0 (0)  ‐ 
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Loose stools  4 (21.05)  1 (4.55)  0 (0) 
Lactose or cow’s milk  2 (10.53)  8 (36.36)  0 (0) 
Colic  4 (21.05)  1 (4.55)  0 (0) 
Lack of weight gain  1 (5.26)  2 (9.09)  2 (100) 
Constipation  0 (0)  1 (4.55)  0 (0) 
Exclusion criteria  16 (28.6)  15 (23.1)  32 (40.51) 
NS Antibiotics/ drugs that may  13 (81.3)  12 (80)  20 (62.5) 
Contact lost  3 (18.7)  3 (20)  12 (37.5) 
Subjective  11 (19.6)  8 (12.31)  ‐ 
NS 
Mothers reporting non‐ 6 (54.5)  4 (50)   
Parent's believe that study 
formula did not feed  2 (18.2)  2 (25)   
Lack of confidence  3 (27.3)  2 (25)   
Introduction complementary 
feeding  9 (16.1)  19 (29.2)  6 (7.59)  ‐ 
Others  1 (1.8)  1 (1.5)  4 (5.06)  ‐ 




period.  The  Cox  regressions  analyses  showed  no  effect  of  feeding  SYN1 
supplemented formula versus control formula to drop out the study. 
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Average  total  formula  intake  and  the  formula  and  energy  intake per  kg 
body weight were  comparable  between  the  two  formula  groups  (Table 
17). Therefore, as nutrient composition was the same in the two formulas 










Month 1  (n=90)  (n=88)   
Formula intake (ml)  775 (139)  786 (161)  0.644 
Formula intake (ml/Kg)  184.5 (29.7)  188.3 (34.2)  0.434 
Energy intake from 
formula (kcal/kg)  123.27 (19.82)  122.21 (22.22)  0.736 
Month 2  (n=79)  (n=85)   
Formula intake (ml)  857 (129)  859 (155)  0.949 
Formula intake (ml/Kg)  165.5 (23.3)  166.6 (24.5)  0.770 
Energy intake from 
formula (kcal/kg)  110.57 (15.58)  108.14 (15.93)  0.324 
Month 3  (n=77)  (n=77)   
Formula intake (ml)  921 (188)  919 (176)  0.939 
Formula intake (ml/Kg)  153.3 (30.9)  152.9 (24.0)  0.945 
Energy intake from 
formula (kcal/kg)  102.38 (20.68)  99.27 (15.55)  0.293 
Month 4  (n=64)  (n=58)   
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Formula intake (ml)  955 (195)  971 (187)  0.635 
Formula intake (ml/Kg)  140.8 (26.4)  144.2 (25.8)  0.470 
Energy intake from 




The  results  of  the  longitudinal  analyses  (one‐way  linear  model  for 
repeated  measures)  showed  a  significant  increase  in  average  formula 
intake  (total amount  in ml, energy and energy/Kg body weight)  from the 
first to the 4th month course in both groups (p<0.001), which did not differ 
between  feeding  groups.  The  average  total  formula  intake,  the  energy 
intake  and  energy  per  kg  body  weight  were  similar  between  formula 
groups. 
 
Introduction  of  study  formula was  at median  age  day  3  (IQR:  2,  5)  for 
infants  in  control  group  and  3  (IQR:  2,  7)  for  infants  in  SYN1  group  (no 
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MONTH 1  (n=102)  (n=102)  (n=87)   
Weight (g)  4184 (433)  4168 (446)  4318 (484)  0.795 
Length (cm)  53.8 (1.9)  54.1 (2)  54.4 (1.6)  0.397 
Head circumference (cm)  37.3 (1.1)  37.2 (1.3)  37.5 (1.1)  0.714 
Waist circumference (cm)  36.4 (2.1)  36.2 (2.1)  37 (1.9)  0.510 
Arm circumference (cm)  11.3 (0.8)  11.3 (0.7)  11.5 (0.9)  0.693 
Tricipital skinfold (mm)  6.4 (1)  6.2 (0.9)  6.6 (1)  0.072 
Subscapular skinfold  6.6 (1)  6.4 (1.1)  6.7 (1.2)  0.151 
MONTH 2  (n=83)  (n=89)  (n=79)   
Weight (g)  5165 (523)  5162 (538)  5217(611)  0.972 
Length (cm)  57.4 (1.9)  57.6 (2)  57.8 (1.7)  0.661 
Head circumference (cm)  39 (1.1)  39 (1.3)  39.2 (1.1)  0.836 
Waist circumference (cm)  39 (2.4)  39.1 (2.3)  39 (2.4)  0.817 
Arm circumference (cm)  12.3 (0.9)  12.3 (0.8)  12.4 (1)  0.933 
Tricipital skinfold (mm)  7.3 (1.2)  7.2 (1)  7.3 (1)  0.806 
Subscapular skinfold  7.1 (1.2)  7.1 (1.3)  7.2 (1.1)  0.947 
MONTH 3  (n=79)  (n=81)  (n=68)   
Weight (g)  6007 (579)  6003 (636)  5902 (732)  0.963 
Length (cm)  60.7 (1.9)  60.8 (2.1)  60.7 (1.8)  0.811 
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Head circumference (cm)  40.4 (1.2)  40.4 (1.3)  40.5 (1.2)  0.902 
Waist circumference (cm)  40.7 (2.3)  40.8 (2.4)  40 (2.4)  0.805 
Arm circumference (cm)  13.2 (0.8)  13.1 (0.8)  13.1 (1.1)  0.191 
Tricipital skinfold (mm)  8.1 (1.4)  7.9 (1.3)  7.9 (1.3)  0.361 
Subscapular skinfold  7.2 (1.1)  7.2 (1.3)  7.3 (1.3)  0.938 
MONTH 4  (n=68)  (n=63)  (n=57)   
Weight (g)  6741 (618)  6746 (728)  6491 (797)  0.967 
Length (cm)  63.6 (1.8)  63.5 (2.4)  63.2 (2)  0.877 
Head circumference (cm)  41.6 (1.2)  41.7 (1.4)  41.6 (1.3)  0.507 
Waist circumference (cm)  41.7 (2)  42.2 (2.5)  41 (2.4)  0.166 
Arm circumference (cm)  13.8 (0.8)  13.7 (0.82)  13.5 (1)  0.578 
Tricipital skinfold (mm)  8.5 (1.5)  8.3 (1.5)  8.5 (1.7)  0.470 








The anthropometrical data were similar  to  those  reported  for  the World 
Health  Organization  for  all  feeding  groups  (149;150).
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Table 19. Anthropometric characteristics by feeding group and timepoint for longitudinal analyses. 
    Control  SYN1  Breastfed 
    mean (SD)  median (IQR)  mean (SD)  median (IQR)  mean (SD)  median (IQR) 
    n: 68  n: 63  n: 57 
Weight (g) 
 
V1  4248 (419)  4280 (3921, 4523)  4245 (410)  4220 (3990,4570)  4299 (484)  4330 (3955,4680) 
V2  5188 (475)  5185 (4876, 5500)  5215 (531)  5190 (4800,5560)  5218 (594)  5150 (4785,5705) 
V3  6021 (550)  6115.0 (5560, 6348)  6039 (661)  6000 (5490,6570)  5908 (725)  5880 (5375,6400) 
V4  6741 (619)  6810 (6231 ,7178)  6746 (728)  6700 (6310,7405)  6491 (797)  6570 (5875,7083) 
Length (cm) 
V1  54.1 (1.8)  54.4 (52.5,55.3)  54.2 (1.9)  54.5 (52.7,55.2)  54.36 (1.7)  54.5 (53,55.7) 
V2  57.6 (1.7)  57.4 (56.5,58.8)  57.6 (2.0)  58 (56.2,58.7)  57.7 (1.7)  57.3 (56.4,59) 
V3  60.8 (1.8)  60.5 (59.5,62.0)  60.8 (2.2)  60.9 (59,62.5)  60.6 (1.8)  60.5 (59.1,62) 




V1  37.4 (1.1)  37.5 (36.8,38.2)  37.5 (1.2)  37.5 (36.5,38.4)  37.6 (1.2)  37.8 (36.7,38.4) 
V2  39.1 (1.1)  39 (38.4,39.8)  39.2 (1.2)  39 (38.2,40)  39.2 (1.2)  39.4 (38.2,40.2) 
V3  40.4 (1.1)  40.4 (39.5,41.1)  40.5 (1.3)  40.4 (39.6,41.6)  40.6 (1.2)  40.6 (39.6,41.6) 
V4  41.6 (1.2)  41.6 (40.6,42.4)  41.7 (1.4)  41.5 (40.7,42.6)  41.6 (1.3)  41.5 (40.6,42.6) 
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    Control  SYN1  Breastfed 




V1  36.5 (2)  36.6 (35.3,37.9)  36.5 (2.1)  36.7 (35.2,37.7)  37.1 (1.9)  36.9 (35.5,38.8) 
V2  38.9 (2.1)  39.3 (37.4,40.9)  39.3 (2.2)  39.2 (37.8,40.9)  39.2 (2.4)  39.5 (37.3,40.8) 
V3  40.6 (2.0)  40.7 (39.5,41.6)  41.0 (2.4)  40.5 (39.4,42.8)  40.1 (2.3)  40.5 (38.2,41.8) 




V1  11.4 (0.8)  11.4 (10.9,11.9)  11.4 (0.7)  11.4 (11.0,11.9)  11.4 (0.9)  11.5 (10.8,10.0) 
V2  12.4 (0.8)  12.4 (11.8,13.1)  12.4 (0.7)  12.4 (11.8,13)  12.5 (1.0)  12.4 (11.7,13.5) 
V3  13.3 (0.8)  13.3 (12.7,13.9)  13.1 (0.8)  13.2 (12.4,13.7)  13.2 (1.0)  13.3 (12.5,14.0) 
V4  13.8 (0.8)  13.9 (13.3,14.5)  13.7 (0.8)  13.7 (13.3,14.3)  13.5 (1.0)  13.7 (12.9,14.3) 
Tricipital 
skinfold (mm) 
V1  6.4 (0.9)  6.3 (5.9,7.1)  6.2 (0.9)  6.1 (5.7,6.8)  6.6 (1.0)  6.7 (5.9,7.3) 
V2  7.3 (1.2)  7.2 (6.4,8)  7.2 (1.0)  7 (6.5,7.9)  7.4 (1.0)  7.1 (6.7,8.1) 
V3  8.1 (1.3)  7.9 (7.2,9.1)  7.8 (1.5)  7.7 (7,8.3)  8.0 (1.3)  7.9 (7,8.9) 
V4  8.5 (1.5)  8.1 (7.3,9.7)  8.3 (1.5)  8.3 (7.2,9.1)  8.5 (1.7)  8.3 (7.2,9.5) 
Subscapular 
skinfold (mm) 
V1  6.6 (1)  6.6 (6,7.1)  6.5 (1.2)  6.2 (5.7,7.2)  6.7 (1.3)  6.8 (5.8,7.3) 
V2  7 (1.1)  7 (6.4,7.6)  7.1 (1.4)  7 (6.3,8)  7.2 (1.2)  7.2 (6.3,8.1) 
V3  7.2 (1.0)  7.2 (6.4,7.9)  7.2 (1.3)  7 (6.3,8.0)  7.3 (1.4)  7 (6.4,8.3) 
V4  7.4 (1.2)  7.2 (6.7,8.1)  7.2 (1.3)  7.1 (6.1,8.2)  7.1 (1.4)  7 (6.3,8.0) 
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At month  1,  levels  of  urinary  parameters  did  not  show  any  significant 
differences  between  formula  groups,  except  for  potassium,  that  was 












MONTH 1  (n=70)  (n=67)  (n=65) 
Urinary Cl (mEq/L)  19 (11, 30.3)  17 (10,26)  12 (7,19) 
Urinary K (mEq/L)  20.5 (12.7, 29.1)  15.5 (9.9, 23.2)*  12.1 (8.8, 17.3) 
Urinary Na (mEq/L)  17 (9.8, 26.3)  12 (7, 23)  5 (3,9) 
Urinary Na/K ratio   0.85 (0.6, 1.3)  0.91 (0.5, 1.2)  0.38 (0.2, 0.8) 
Urinary Creatinine  8.9 (5.9, 14.4)  8.4 (4.7, 12)  5.9 (4,8.8) 
Urinary Osmolarity   150.5 (99.3, 210.3)  115 (80, 192)  90 (54.5, 145) 
MONTH 3  (n=59)  (n=60)  (n=49) 
Urinary Cl (mEq/L)  22 (9,47)  19.5 (10.3, 31.8)  14 (9,23) 
Urinary K (mEq/L)  19.8 (12.3, 33.1)  17.8 (10.7, 27.9)  13.6 (8.7, 22.1) 
Urinary Na (mEq/L)  22 (7,50)  17 (7.3, 40.8)  5 (2.5, 10.5) 
Urinary Na/K ratio  0.83 (0.43, 1.73)  1.1 (0.6, 1.5)  0.35 (0.16, 0.74) 
Urinary Creatinine  11.8 (6.5, 18.9)  9.4 (5.9, 17.5)  9 (5.8, 13.3) 
Urinary Osmolarity   159 (6.8, 267.8)  143 (3.8, 253.3)  104 (0, 172) 
*p<0.05 vs. Control formula.   
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The concentrations of  these urinary parameters were comparable  to  the 
concentration assessed in infants by other groups (151‐153). 
The  Na/K  ratio  was  calculated  to  evaluate  hyperaldosteronism.  No 




The  two‐way  linear model  for  repeated measures confirmed comparable 
urinary performance with both formulas apart from mean urinary chloride 
levels  (p<0.05) and mean urinary sodium  levels  (p<0.05)  (Table 21). Both 
variables were  closer  to  the  breastfed  group  in  the  SYN1  than  control 
group. 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
































































































UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
Dipòsit Legal: T 50-2015
  

































































UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 






safety  serum  parameters, minerals  (Na,  K,  Cl,  Ca‐ion),  pH,  and  proteins 
(total protein, albumin, pre‐albumin), were similar  in both study  formula 
groups,  except  urea  (Table  22).  Serum  urea  was  slightly  higher  in  the 














  (n=29) (n=37) (n=22)  
Serum Cholesterol  130.2 (15.9)  132.7  157.8 (27.2)  0.796 
Serum Urea (mg/dL)  22.62 (3.27)  19.64  13.8 (3.6)  0.003 
Serum Albumin (g/dL)  4.25 (0.38)  4.23  4.2 (0.24)  0.898 
Serum Proteins (g/dL)  6.0 (0.36)  6.0 (0.42)  5.9 (0.37)  0.639 
Serum Na (mEq/L)  138.6 (1.5)  138.5 137.8 (2.1)  0.790 
Serum K (mEq/L)  5.5 (0.5)  5.4 (0.6)  5.2 (0.4)  0.748 
Serum Cl (mEq/L)  105.4 (1.7)  106.1  106.4 (2.1)  0.095 
Serum Prealbumin  20.11 (6.89)  21.02  16.3 (5.1)  0.542 
Serum pH  7.34 (0.04)  7.33  7.36 (0.06)  0.809 
Serum base excess  ‐1.4 (1.8)  ‐1.6 (2.1)  ‐0.5 (2.1)  0.485 
Serum Ca_ion (mmol/L)  1.3 (0.1)  1.3 (0.1)  1.3 (0.1)  0.423 
IgG (mg/dL)  374.3 (114.7) 366.5  358.6 (77.6)  0.793 
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IgM (mg/dL)*  41.93 (1.60)  52.03  52.08 (1.59)  0.130 
IgE (UI/mL)  11.2 (9.6)  10.9  7.3 (3.4)  0.946 
IgG Diphteria (UI/mL)  0.2 (0.1)  0.3 (0.6)  0.3 (0.4)  0.609 
IgG Tetanus (UI/mL)*  0.25 (2.50)  0.34  0.38 (3.30)  0.387 
 
















Yes  1 (3.4)  0 (0)  4 (18.2) 
0.255 
No  28 (96.6)  37 (100)  18 (81.8) 
IgG Diphteria cat (over detection limit) 
Yes  4 (16.7)  10 (30.3)  10 (47.6) 
0.238 
No  20 (83.3)  23 (69.7)  11 (52.4) 
IgE response (over detection limit) 
Yes  14 (50)  6 (16.7)  2 (9.5) 
0.004 
No  14 (50)  30 (83.3)  19 (90.5) 
IgG Pertusis (over detection limit) 
Yes  6 (22.2)  8 (22.9)  7 (33.3) 
0.953 
No  21 (77.8)  27 (77.1)  14 (66.7) 
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MONTH 1  (n=97)  (n=102)  (n=84)   
Depositions n  2.5 (2.0, 4.0)  4 (2.5, 5.1)  5 (2.5, 7.0)  <0.001 
Regurgitation n  2 (0, 3.5)  1 (0, 2.6)  2.5 (0.5, 4.5)  0.125 
Vomits n  0 (0,0)  0 (0, 0)  0 (0, 0)  0.745 
Faecal consistency  6 (4.7, 6.0)  6 (6, 6)  6.3 (6, 7)  <0.001 
MONTH 2  (n=81)  (n=87)  (n=77)   
Depositions n  2 (1.5, 3.0)  2.5 (2, 3.5)  3 (1.5, 5)  0.009 
Regurgitation n  0.5 (0, 3.3)  0.5 (0, 2.5)  1.5 (0, 4)  0.493 
Vomits n  0 (0, 0)  0 (0, 0)  0 (0, 0)  0.407 
Faecal consistency  6 (4.3, 6)  6 (6, 6)  6.8 (6, 7)  0.001 
MONTH 3  (n=78)  (n=81)  (n=67)   
Depositions n  2 (1.5, 2.5)  2.5 (1.5, 3)  2 (1, 4)  0.005 
Regurgitation n  0.5 (0, 2.5)  0.5 (0, 2.3)  1.5 (0, 2.5)  0.881 
Vomits n  0 (0,0)  0 (0,0)  0 (0,0)  0.229 
Faecal consistency  6 (4, 6)  6 (6, 6)  6.5 (6, 7)  <0.001 
MONTH 4  (n=66)  (n=62)  (n=54)   
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Depositions n 2 (1.5, 2.5) 2.5 (1.5, 3) 1.5 (1, 3) 0.046 
Regurgitation n 0.5 (0, 2) 0 (0, 1.3) 0.8 (0, 2.8) 0.272 
Vomits n 0 (0, 0) 0 (0, 0) 0 (0, 0) 0.072 
Faecal consistency 
score* 
6 (4,6) 6 (6,6) 6.5 (6,7) <0.001 
*This variable was calculated in order to obtain the mean consistency of the total 
stools reported in the 2-day diary (using the Bristol Stools Form Scale) (143).  
The formula was: 
                        
                                    
             
 
a: number of depositions type 7, b: number of depositions type 6, c: number of 
depositions type 5, d: number of depositions type 4, e: number of depositions 
type 3, f: number of depositions type 2, g: number of depositions type 1. The 
higher is the number of Bristol Scale (from 1 to 7), softer is the stool consistency. 
 
 
Figure 11. Number of mean depositions per day in both formula groups 
and the breastfed infants, during the 4 first months of life. 
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Figure 12. Faecal consistency score in both formula groups and the 
breastfed reference infants, during the 4 first months of life. 
 




Stools parameters differed significantly between formula groups for 
number of depositions (inter-subject, p<0.01) and consistency (inter-
subject, p<0.001) (Table 26). In the SYN1 group the stools numbers were 
significantly higher and stools significantly softer compared to the control 
group. Regurgitation and vomiting occurred similarly in both formula 
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V2  2.4 (1.1)  2.3 (1.5,3)  2.9 (1.4)  2.5 (2,3.5)  3.6 (2.1)  3.5 (2,5) 
V3  2 (0.9)  2 (1.5,2.5)  2.6 (1.4)  2.5 (1.5,3)  2.6 (1.9)  2 (1,4) 








V2  2.1 (3.5)  0.8 (0,3.5)  1.5 (2.6)  0 (0,2)  2.5 (3.3)  1.5 (0,4) 
V3  2.4 (4.3)  0.5 (0,2.4)  1.6 (2.5)  0.5 (0,2)  2.3 (3.4)  1.5 (0,2.9) 








V2  0.1 (0.4)  0 (0,0)  0.1 (0.4)  0 (0,0)  0.1 (0.5)  0 (0,0) 
V3  0.0 (0.1)  0 (0,0)  0.1 (0.3)  0 (0,0)  0.1 (0.2)  0 (0,0) 









V2  5.3 (1.1)  6 (4.3,6)  5.8 (0.7)  6 (6,6)  6.5 (0.5)  6.7 (6,7) 
V3  5.2 (1.0)  6 (4,6)  5.9 (0.6)  6 (6,6)  6.4 (1)  6.4 (6,7) 
V4  5.3 (1.3)  6 (4,6)  5.9 (0.7)  6 (6,6)  6.1 (1.6)  6.5 (6,7) 
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More  mothers  in  the  SYN1  group  reported  significantly  higher  stools 
frequency stools compared to mothers  in the control group at each time 
















MONTH 1  (n=101)  (n=102)  (n=86)   
Depositions/week  21 (14, 28)  28 (14, 35)  35 (21, 42)  0.000 
MONTH 2  (n=82)  (n=88)  (n=77)   
Depositions/week  14 (7, 21)  21 (14, 28)  21 (14, 35)  0.004 
MONTH 3  (n=79)  (n=81)  (n=67)   
Depositions/week  14 (7, 14)  14 (14, 21)  14 (7, 28)  0.001 
MONTH 4  (n=68)  (n=63)  (n=57)   




by  the mothers  at  study  visits) diminished with  the  infant’s  age  in both 
formula groups  (p<0.001, both groups)  (Table 28). The 2‐way ANOVA  for 
repeated measures showed significant inter‐group differences (p<0.001). 
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Yes  39 (38.2)  27 (26.5)  34 (40.5) 
0.073 
No  63 (61.8)  75 (73.5)  50 (59.5) 
Frequent vomits  Yes  1 (0.99)  5 (4.90)  4 (4.7)  0.100 
No  100 (99)  97 (95.1)  82 (95.3) 
Frequent 
regurgitations 
Yes  10 (9.9)  13 (12.8)  16 (18.6) 
0.523 




Yes  19 (23.5)  15 (17)  13 (16.5) 
0.299 
No  62 (76.5)  73 (83)  66 (83.5) 
Frequent vomits  Yes  1 (1.2)  5 (5.6)  1 (1.3)  0.122 
No  80 (98.7)  84 (94.4)  77 (98.7) 
Frequent 
regurgitations 
Yes  8 (9.9)  11 (12.5)  9 (11.7) 
0.590 




Yes  2 (2.60)  5 (6.3)  5 (7.4) 
0.268 
No  75 (97.40)  75 (93.8)  62 (9.7) 
Frequent vomits  Yes  0 (0)  2 (2.5)  1 (1.5)  0.157 
No  79 (100)  78 (97.5)  66 (98.5) 
Frequent 
regurgitations 
Yes  11 (14.1)  9 (11.4)  8 (11.9) 
0.611 




Yes  1 (1.5)  2 (3.2)  2 (3.5) 
0.514 
No  66 (98.5)  60 (96.8)  55 (96.5) 
Frequent vomits  Yes  0 (0)  1 (1.6)  1 (1.8)  0.293 
No  68 (100)  61 (98.4)  56 (98.2) 
Frequent 
regurgitations 
Yes  6 (9)  5 (8.1)  6 (10.5) 
0.856 
No  61 (91)  57 (91.9)  51 (89.5) 
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MONTH 1  (n=99)  (n=102)  (n=86)   
infection episode (n)  0.09 (0.28)  0.16 (0.39)  0.12 (0.32)  0.214 
non‐infection episode (n)   0.00 (0.00)  0.00 (0.00)  0.01 (0.11)  1.000 
MONTH 2  (n=83)  (n=89)  (n=79)   
infection episode (n)  0.14 (0.39)  0.19 (0.42)  0.11 (0.32)  0.403 
non‐infection episode (n)   0.00 (0.00)  0.00 (0.00)  0.03 (0.16)  1.000 
MONTH 3  (n=78)  (n=81)  (n=68)   
infection episode (n)  0.17 (0.38)  0.21 (0.44)  0.07 (0.26)  0.592 
non‐infection episode (n)   0.00 (0.00)  0.01 (0.11)  0.00 (0.00)  0.326 
MONTH 4  (n=67)  (n=63)  (n=56)   
infection episode (n)  0.13 (0.34)  0.21 (0.51)  0.11 (0.31)  0.621 
non‐infection episode (n)   0.00 (0.00)  0.00 (0.00)  0.00 (0.00)  1.000 
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MONTH 1         
Presence of Atopic Dermatitis  1 (1)  1 (1)  7 (8.3)  1.000 
MONTH 2         
Presence of Atopic Dermatitis  4 (5.1)  4 (4.8)  6 (7.7)  0.929 
MONTH 3         
Presence of Atopic Dermatitis  3 (3.9)  3 (3.8)  3 (4.6)  0.974 
MONTH 4         
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One‐way  linear  models  for  repeated  measures  did  not  show  any 










MONTH 1  (n=90)  (n=98)  (n=82)   
Crying episodes  6 (3.75,8)  5 (4,8)  6 (3,8)  0.585 
Crying time  41 (17.5,80.75)  35.5 (20,80)  30 (15,60)  0.913 
MONTH 2  (n=77)  (n=85)  (n=76)   
Crying episodes  4 (2,6)  4 (2,6)  5 (2,6.75)  0.842 
Crying time  26 (8.5,62.5)  25 (10,42.5)  25 (10.25,50)  0.844 
MONTH 3  (n=75)  (n=81)  (n=67)   
Crying episodes  4 (2,6)  3 (2,6)  3 (2,5)  0.773 
Crying time  19 (6,40)  20 (6,35)  20.5 
(10 38 75)
0.681 
MONTH 4  (n=64)  (n=61)  (n=55)   
Crying episodes  3 (1, 5)  4 (2, 6)  4 (2, 6)  0.154 
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At  baseline  and  at month  3,  169  faecal  samples  from  169  infants were 
collected.  In  8  samples  at  baseline  (6  BF,  1  control,  1  SYN1)  and  in  9 




5  control,  2  SYN1)  were  excluded  for  antibiotic  or  laxative  treatment 
during the study. 
Accordingly, at baseline 53  infants  in the breastfed, 55  in the control and 
53 in the SYN1 group and at month three, 49 infants in the breastfed, 50 in 
the control and 52 in the SYN1 group were included in the cross‐sectional 




Delivery type  is an early  factor which might  influence colonisation of the 
infants gut. Thus, the delivery type of  infants whose faecal samples were 
analysed (those who completed the full protocol) is checked (Table 33). In 
this  subsample  of  infants’,  the  proportion  of  caesarean  sections  and 
vaginal  delivery  was  similar  in  both  formula  groups  and  the  breastfed 




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 





















Vaginal  37  43 (81.8)  41 (77.4) 
0.100  0.632  0.242 
Caesarean  18  10 (18.9)  12 (22.6) 
MONTH 3
Vaginal  34 (68)  42 (80.8)  38 (77.6) 
0.139  0.690  0.286 
























C. coccoides  Control  39 (55)  28 (50) 
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At baseline  all bacteria  cell  counts were  similar  in both  formula  groups, 
apart  from  slightly  lower  total bacteria  counts  in  the  SYN1 group  (Table 
35). At month 3,  there was  a  strong  trend  for higher Bifidobacteria  cell 
counts  in  the SYN1 group  compared  to  the  control group  (p=0.061) and 
the Bifidobacteria counts were more similar to the breast fed group. The 
numbers of Bacteroides and Enterobacteriaceae were  significantly  lower 




the  total  bacteria  were  similar  in  both  formula  groups  (Table  36).
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log cfu/g feces  Control  SYN1  Breastfed  Control 
vs. SYN1 mean (SD)  median (IQR)  mean (SD)  Median (IQR)  mean (SD)  Median (IQR) 
n  V0  55  53  53   
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log cfu/g feces  Control  SYN1  Breastfed  Control 
vs. SYN1 mean (SD)  median (IQR)  mean (SD)  Median (IQR)  mean (SD)  Median (IQR) 
n  V0  55  53  53   
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At month  3,  as  previously mentioned,  there was  a  trend  toward  higher 
Bifidobacterium  cell  counts  in  SYN1  group.  When  we  analysed  the 
proportion  of  Bifidobacteria  (%)  in  the  total  bacteria,  these  differences 
became significant (p<0.05) (Figure 13). The Bifidobacterium counts in the 
SYN1 group were significantly higher than  in the control group and more 











































UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 
Dipòsit Legal: T 50-2015
  
 
Table  37.  Description  of microbiota  in  faecal  samples  of  formula  fed  infants.  Longitudinal  data  set  for  log  numbers, 
statistical comparison of baseline (V0) vs. month 3 (V3) in each group. 
log cfu/g feces 
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5.3.11.  Multivariate  analyses  on  the  effects  of  SYN1 





consistency  score  (Table  39).  This  analysis  revealed  a  significant  direct 




In a second  linear  regression model we  found a direct association of  the 













Type of formula (SYN1/Control) 0.200  (0.022, 0.690)  0.037 
0.135 Bifidobacterium (log)  0.296  (0.054, 0.243)  0.002 
Variables with effect on stools frequency
Type of formula (SYN1/Control) 0.516  (0.045, 0.987)  0.032 
0.182 Enterobacteriaceae (log)  ‐0.347  (‐0.521, ‐0.173)  0.000 
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during  the whole  study  period  and  they  are  plotted  in  Figure  14.  They 
were  equally  occurring  in  both  formula  groups  apart  from  slightly  less 
loose stools in the SYN1 group. 
 

































UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 










of  these  parameters  were  in  the  SYN1  group  always  closer  to  the 
breastfed group than in the control group.  
The  safety  serum  parameters  like minerals  (Na,  K,  Cl,  Ca‐ion),  pH  and 
proteins  (total protein, albumin, pre‐albumin) were comparable between 
the  formula  groups,  apart  from  urea,  which  concentration  was  slightly 
higher with standard formula.  
ITT  analyses  also  confirmed  significant  differences  between  formula 
groups  in number of depositions and faecal consistency score at all study 
timepoints and  throughout  the study  (data  from  the parents’ diary). The 
SYN1 supplemented infants had more depositions and softer stools.  
Regarding  formula  tolerance,  there  were  no  significant  differences  in 
vomits  and  regurgitations  between  the  two  formula  groups  at  all  time 
points, except at month 4  for  vomits  that  can be  fully attributed  to  the 
statistical  procedure  (medians  and  IQR  all  0)  rather  than  to  a  biological 
meaning.  
And, finally, consistently with results from parents’ diaries, there were no 
differences between  formula groups  in  the  recall of mother’s perception 
of  infant’s  frequency  of  digestive  discomfort,  frequency  of  vomits  or 
frequency of  regurgitation  at  any of  the  timepoints  and  throughout  the 
study.  
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This  is the  first randomized clinical  trial to comprehensively demonstrate 
the safety, tolerance and efficacy of a 0.8g/dl SYN‐1‐supplemented  infant 
formula  for  healthy,  term  infants  during  the  first  4  months  of  life. 
Although a previous study assessed the effects of SYN1 on newborns, the 








The  efficacy  of  the  SYN1‐supplemented  formula  was  demonstrated  by 
both the microflora analyses and the improved stools patterns. 
The  composition  of  the  microflora  differed  between  the  two  groups, 
having  the  inulin‐oligofructose mixture  a  bifidogenic  effect.  The  infants 
who  were  supplemented  with  0.8  g/dL  SYN1  showed  a  trend  toward 
increased  total  counts  of  Bifidobacterium  in  the  faecal  flora  when 
compared with  the  infants who were  fed  a  non‐supplemented  formula, 
however  differences  were  only  borderline  significant.  The  a  posteriori 
calculation of statistical power  revealed  that we would need 87 children 
per feeding group to find out statistically significant differences about 11% 
in  log  cfu/g  faeces  of  Bifidobacterium.  Although  differences  in  the 
Bifidobacterium  count were  only  borderline  significant  between  feeding 
groups,  the  proportion  of  Bifidobacterium  among  the whole microbiota 
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confirm  the  predominance  of  this  bacteria  in  the  gut  of  infants 
supplemented with SYN1 compared to control  infants (Figure 13). Similar 
results  were  reported  by  Veereman‐Wauters  et  al.,  who  observed 
significant  higher  Bifidobacterium  counts  at  day  14  in  infants  fed  with 
SYN1  0.8  g/dL  and  FOS  (long‐chain  inulin):GOS  formulas  compared with 
the SYN1 0.4 g/dL and control groups. Also, in the SYN1 0.8 g/dL and FOS 
(long‐chain  inulin):GOS groups, Bifidobacterium  counts were  significantly 
higher at day 14 and 28 compared with day 3, and  were comparable with 
the breast‐fed group  (129).  In our study, this positive effect persisted for 
at  least  3  months.  In  contrast,  other  authors  were  unable  to  find 
significant  differences  in  Bifidobacterium  in  infants  fed  prebiotic  or 
standard  formulas  after  6  weeks  of  intervention  (120).  Another  study 
supported  these  results,  observed  that  at  the  end  of  28‐day  feeding 
period, the Bifidobacteria counts was significantly higher in supplemented 




a higher number of depositions and a  softer consistency  throughout  the 
study period when compared with  the non‐supplemented  infants  (Figure 
11  and  Figure  12).  Furthermore,  ITT  analyses  confirm  this  effect  on 
frequency  and  consistency  stools.  This  pattern was more  similar  to  the 
pattern in breastfed infants. The softer and more frequent stools observed 
in the SYN1‐supplemented group may partially be explained by the higher 
Bifidobacterium  colonization  noted  previously,  as  shown  by  the  linear 
regression analyses. These results are consistent with Costalos et al. who 
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Regarding  the  immune  system, Van Stuijvenberg M, et al.  (155)  showed 
that there was no difference in the number of fever episodes between the 
prebiotic  formula  (FOS/GOS)  and  control  formula,  neither  during  the 




life  between  infants  fed  supplemented  or  not  with  a  FOS/GOS  infant 
formula.  However, they found lower infections incidence from the 4th to 
6th month of life. Possibly, we hypothesize that a longer‐term follow‐up of 






The prebiotics’  fermentation process  in  the  intestine may be  associated 
with the onset of gastrointestinal symptoms (e.g., vomiting, regurgitation, 
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diarrhoea  or  flatulence)  and  irritability  (e.g.,  agitation  and  crying).  The 
presence of these symptoms could lead to the discontinuation of prebiotic 
intake  or  could  interfere  with  the  child's  growth.  Consequently,  we 
assessed whether the formula with prebiotics influenced the overall intake 
of milk and calories. We noted similar formula  intakes and acceptance  in 
the  two  groups  of  infants.  Thus,  the  study  results  suggest  that  SYN‐1 
supplementation  is  safe  in  terms of  infant  ingestion. Some authors have 
reported  a  similar  intake  for  the  standard  and  prebiotic‐supplemented 
formulas  in  infants  (119;129),  whereas  others  have  not  assessed  this 
parameter (118).  
 
A  major  concern  was  evaluating  the  infants’  growth  during  the  first 
months  of  life. All  of  the  infants  exhibited  similar  growth  patterns.  The 
infants  fed with  the prebiotic  formula experienced similar weight,  length 
and head circumference gains during the first four months of life, and the 
fatty body composition assessed by skinfolds was similar for both formula 
groups.  These  results were  confirmed with  the  ITT  analyses, which  also 
showed  similar  growth  patterns.  Although  two  different meta‐analyses 
have  shown  that  prebiotic  supplementation  is  associated  with  slightly 
greater weight  gains  (71;131),  some  previous  studies  have  reported  no 
significant  differences  in  growth  in  preterm  and  term  infants  fed  with 
prebiotic‐supplemented  formulas  (119;129;156).  Moreover,  a  Cochrane 
Review  concluded  that  the  prebiotic  supplementation  of  infant  formula 
had no negative effects on  infant growth  (71). A  recent  study of  infants 
who  consumed  prebiotics  during  the  first  year  of  life  revealed  no 
differences in growth during this long follow‐up period (157). Accordingly, 
the  most  recent  systematic  review  and  commentary  by  the  ESPGHAN 
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Committee  on  Nutrition  concluded  that  the  supplementation  of  infant 
formula with prebiotics has no adverse effects on growth in healthy, term 
infants (132). 
In  our  clinical  trial,  the  infant  formula  had  no  relation  on  the  subjects’ 
reasons  for  dropping  out  the  study.  The  digestive  symptoms  (e.g., 
regurgitation  or  gastrointestinal  symptoms)  reported  as  reasons  to 
withdraw  the  study were  those  that  are  characteristic  of  this  period  of 
infancy  (for both  formula‐ and breastfed  infants). Typical gastrointestinal 
symptoms  (e.g.,  regurgitation,  vomiting  and  digestive  discomfort)  and 
crying behaviour during  the  follow‐up period were  comparable between 
the  formula groups. Similar  results have been  reported by other authors 
(119;129). 
The  arms  analyses  have  shown  as  well,  that  there  was  not  increased 
proportion of adverse events within the SYN1 supplemented group.  
 
The  SYN1  supplementation  group  had  softer  and more  frequent  stools, 
which could be regarded as an indicator of positive gut health and was not 
associated with an  impaired water balance. Although other authors have 
reported  similar  results,  none  of  them  have  assessed  the  possible  side 
effects  of  having  softer  and  more  frequent  stools  (119;120;129).  It  is 
important considering that increased loose and watery stools in infants at 
this  early  age  range  could  lead  to  adverse  events  such  as  dehydration. 
Therefore,  it  is  worth  stressing  that  the  increases  in  the  number  of 
depositions  and  in  stools  softness were not  accompanied by  changes  in 
the  hydration  status,  as  demonstrated  by  the  water  balance  analyses. 
Both  the  osmolarity  of  the  urine  and  the  sodium‐potassium  ratio were 
similar  between  formula‐fed  groups,  reflecting  comparable  hydration 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
STUDY ON SAFETY AND EFFICACY OF INULIN AND OLIGOFRUCTOSE IN NEONATES. 
Mariona Gispert Llauradó 




and  creatinine, with  the  exception  of  K  at month  1, which was  slightly 
lower  in  the SYN1‐supplemented group and was more  similar  to  that of 
the  breastfed  infants  than  that  of  the  control  group. Moreover,  these 
results were supported by the ITT, which showed no significant differences 
between feeding groups. These results have special relevance because, to 




In  addition  to  the  urinary  determinations, we  also measured  the  blood 
serum  parameters  to  assess  safety  (Table  22).  The  plasmatic  ion  and 
bicarbonate  concentrations  and  pH  values  were  similar  in  both  of  the 
formula‐fed groups, showing no electrolyte abnormalities. The cholesterol 
plasmatic  levels were  similar  for both  formula groups. Additionally, both 
formula groups had similar blood protein patterns, with parallel  levels of 
total proteins,  albumin  and prealbumin.  The  urea  concentrations of  the 
SYN1‐supplemented  infants were  lower  than  those of  the  control  group 
and more similar  to  those of  the breastfed group. Few studies of  infants 
fed  with  prebiotic‐supplemented  formulas  have  measured  blood 
parameters. Alliet et al.  identified no differences  in  lipid parameters (i.e., 
total  cholesterol)  between  control  and  prebiotic‐supplemented  formula 
groups (158), whereas others have noted no differences in total proteins, 
albumin  and  urea  and  only  slight  differences  in  prealbumin  between 
control and prebiotic‐supplemented formula groups (124).  
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Considering  all  these analyses,  in which  there  is no effect on blood and 
urinary  parameters,  we  can  conclude  that  the  SYN1  supplementation 
through infant formula is safe. 
A  limitation  of  this  study  may  be  the  relative  high  dropouts’  rate. 
However, we believe that this high withdrawals proportion is usual in this 
kind of nutritional clinical trials in healthy infants, where colics and crying 
behaviour make  families  changing  formulas. Therefore, we  checked  that 
reasons to drop out were similar in both formula groups during the whole 
study  period.  Finally  the  intention  to  treat  analyses  performed  confirm 
that our results were not biased for the high drop outs rate. 
Another  possible  limitation  could  be  that  infants  could  have  been 
recruited during the first 4 weeks of life (being influenced by other type of 











more  effective  dose  than  0.4g/dL  of  SYN1  and  similar  to  FOS/GOS 
supplementation  (129).  Our  clinical  trial  demonstrates  the  safety  and 
efficacy  of  this  SYN1  0.8g/dL  supplemented  formula.  From  a  practical 
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point  of  view,  this  clinical  trial may  support  the  use  of  this  prebiotic  in 
infant formulas.  
 
In  summary,  this  study  demonstrates  that  SYN1  supplementation 
promotes  a  trend  toward  increased  Bifidobacterium  in  the  gut  which 
might  be  the  physiological mechanism  to  promote  a  deposition  pattern 
closer  to  that  promoted  by  human milk.  Furthermore  this  softer  stools 
pattern  was  not  associated  with  any  harmful  effect  such  as  disturbed 
growth  or  water  balance.  We  conclude  that  0.8  g/dL  SYN1 
supplementation in infant formula during the first 4 months of life is safe, 
effective and well tolerated. 
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 There  were  no  differences  in  the  digestive  tolerance  of  SYN1 
supplemented formula during the first four months of life. 




 The  growth  was  similar  and  there  were  no  differences  in 
anthropometry between supplemented formula SYN1  infants and 
the control formula infants, during the first four months of life. 
 There  were  no  relevant  differences  in  the  water‐electrolyte 
balance, proteins, minerals and kidney function in infants fed with 






was  significantly  softer  in  SYN1  group,  being  closer  to  the 
breastfed group in all timepoints.   
 A possible mechanism to modulate the intestinal microflora in the 
SYN1  formula  group  was  through  Bifidobacteria.  It  was 
significantly  higher  and  cell  counts were  by  trend  higher  in  the 
SYN1 group compared to the control group. 
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 The  incidence  of  illness,  atopic  dermatitis  and  serum 
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al.  Effect  of  prebiotic  galacto‐oligosaccharide,  long‐chain  fructo‐
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Parents  or  guardians  cannot  be  expected  to  comply  with  □ □ 
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5.  APGAR  score  (1‐10’): 
_________________ 
Anthropometry at birth 
6. Weight:    __ ___ g  7. Length:________cm 8. Head circumference: __cm 
9. Antibiotic intake by mother during 4 wks prior to delivery:




□  No          □  Yes,   
specify 
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□ □  □ □ □ 



























Mother       
Father       
1st Sibling       
1st Sibling       
Other: specify       
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9. What  is  the  highest  level  of  education  the  child’s  mother/father  has 
completed  (according  to  the  International  Standard  Classification  of 
Education ‐ ISCED‐97).  
Mother          Father 
ISCED 0 – Pre‐preliminary level of education           
ISCED 1 – Primary level of education             
ISCED 2 – Lower secondary level of education           
ISCED 3 – Upper secondary level of education           
ISCED 4 – Post‐secondary non‐tertiary             
ISCED 5 – First stage of tertiary education           
ISCED 6 – Second stage of tertiary education           
No schooling completed               
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O breast milk   week ______  week ______  O 
O study formula  week ______  week ______  O 




O  O  O O O 
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□  □  □ □ □ 
Not enough  Average  Above average A lot above average I can't tell 
24. Do you feel stressed by the child's crying/whining?
□  □  □ □ □ 
Not at all  Mildly  Moderately Strongly Very strongly 
25. When the child cries or whines, how hard is it to calm him/her down?
□  □  □ □ □ 
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Age  Diagnose  Medication Duration (days) 
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O  O  O O O O 
never  rarely  sometimes frequently always I can't tell 
 
2. Do you have to distract your child in order to feed him or her? 
O  O  O O O O 
never  rarely  sometimes frequently always I can't tell 
 
3. How would you assess your child's appetite? 
O  O  O O O O 
poor  moderate  normal very good excessive I can't tell 
 
4. Do you feel, that the amount of food consumed by your child is: 
O  O  O O O O 
too low  low  enough adequate excessive I can't tell 
 
5. Do you feel stressed by the eating behaviour of your child? 
O  O  O O O O 
severely  strongly  moderately mildly not at all I can't tell 
 
6. Have you already started introducing solid foods (complementary foods)? 
O no  O yes, from which week on? .....................week 
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O  O  O O O O 
Not at all Not to  Average Above  A lot above  I can't tell 
 
8. Do you feel stressed by the child's crying/whining? 
O  O  O O O O 
Not at all Mildly  Moderately Strongly Very  I can't tell 
 
9. When the child cries or whines, how hard is it to calm him/her down? 
O  O  O O O O 
Not at all Mildly  Moderately Strongly Very  I can't tell 
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If  it  is  not  possible  at  certain  times  for  you  to  fill  in  this  form,  please  ask  the 
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The  aim  of  this  project  is  to  demonstrate  the  safety  and  efficacy  of  an  infant 
formula  supplemented  with  a  mixture  of  inulin  and  oligofructose,  including 
appropriate infants’ growth. Additionally, effects on immunity, modulation of the 
composition  of  the  gut  microflora,  and  gut  functioning  will  be  studied  and 
compared  to  a  non‐supplemented  infant  formula,  as well  as  to  compare  these 
parameters with breast‐fed infants (reference group).  
Research  team  guaranties  the  confidentiality  on  participants’  identity  and  also 
guaranties  that blood  samples and derived  results will be used  for  the detailed 
objectives of the study, and not for other purposes.     
Mother / Father declares: 
 It has been  given  to me  the parents’  information  sheet, and has been 
informed about the study summarized in this sheet.  
 I have been able to do questions to clarify my doubts.  
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  Control SYN1 Control vs. SYN1 
Mean (SD)  Mean (SD)  P value 
MONTH 1 (n=106)  (n=109)   
Weight (g) 4175 (430)  4167 (440)  0.888 
Length (cm)  53.8 (1.9)  54 (2)  0.430 
Head circumference (cm)  37.3 (1.1)  37.2 (1.2)  0.672 
Waist circumference (cm)  36.3 (2.1)  36.2 (2.1)  0.763 
Arm circumference (cm)  11.3 (0.7)  11.3 (0.8)  0.835 
Tricipital skinfold (mm)  6.4 (0.9)  6.2 (0.9)  0.067 
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  Control SYN1 Control vs. SYN1 
Mean (SD)  Mean (SD)  P value 
Subscapular skinfold  6.5 (1)  6.4 (1.1)  0.271 
MONTH 2  (n=96)  (n=103)   
Weight (g)  5158 (526)  5159 (529)  0.991 
Length (cm)  57.4 (1.9)  57.6 (2)  0.469 
Head circumference (cm)  39 (1.1)  38.9 (1.2)  0.641 
Waist circumference (cm)  39 (2.5)  39 (2.2)  0.849 
Arm circumference (cm)  12.3 (0.9)  12.4 (0.8)  0.664 
Tricipital skinfold (mm)  7.3 (1.2)  7.2 (1)  0.830 
Subscapular skinfold  7.1 (1.2)  7.1 (1.3)  0.914 
MONTH 3  (n=94)  (n=101)   
Weight (g)  6008 (619)  5978 (637)  0.739 
Length (cm)  60.6 (1.9)  60.7 (2.1)  0.740 
Head circumference (cm)  40.4 (1.1)  40.3 (1.3)  0.572 
Waist circumference (cm)  40.7 (2.4)  40.7 (2.4)  0.904 
Arm circumference (cm)  13.2 (0.8)  13.1 (0.8)  0.359 
Tricipital skinfold (mm)  8.1 (1.4)  7.9 (1.3)  0.141 
Subscapular skinfold  7.2 (1.1)  7.2 (1.2)  0.920 
MONTH 4  (n=92)  (n=103)   
Weight (g)  6770 (716)  6698 (726)  0.486 
Length (cm)  63.6 (1.9)  63.3 (2.4)  0.448 
Head circumference (cm)  41.6 (1.2)  41.4 (1.3)  0.460 
Waist circumference (cm)  41.6 (2.2)  41.8 (2.5)  0.477 
Arm circumference (cm)  13.7 (0.8)  13.7 (0.8)  0.917 
Tricipital skinfold (mm)  8.6 (1.5)  8.3 (1.4)  0.283 
Subscapular skinfold  7.4 (1.3)  7.3 (1.3)  0.487 
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  Control  SYN1  Control vs. 
  Median (IQR) Median (IQR) P value 
MONTH 1 (n=73) (n=70)
Urinary Cl (mEq/L)  19 (11,30) 17 (10, 25.25) 0.178 
Urinary K (mEq/L)  19.95  16 (10.58, 22.75) 0.052 
Urinary Na (mEq/L)  17 (9.5, 26) 12 (7, 23) 0.065 
Urinary Na/K ratio  0.85 (0.55,1.26) 0.85 (0.52,1.22) 0.691 
Urinary Creatinine  8.5 (5.8,14.25) 8.4 (4.9,12.02) 0.143 
Urinary Osmolarity   148 (94, 209.5) 115 (80,182) 0.122 
MONTH 3 (n=65) (n=68)  
Urinary Cl (mEq/L)  22 (10, 48.5) 19.5 (10.25, 31) 0.400 
Urinary K (mEq/L)  19.8 (12.7, 32.9) 16.7 (10.53,  0.163 
Urinary Na (mEq/L)  22 (7, 59.5) 16.5 (8, 40.75) 0.387 
Urinary Na/K ratio  0.89 (0.44, 1.84) 1.08 (0.56, 1.54) 0.768 
Urinary Creatinine  11.8 (6.5, 19.3) 8.9 (5.65, 16.45) 0.183 










MONTH 3       
Serum Cholesterol (mg/dL)  130.52 (15.79) 131.63 (20.46)  0.796 
Serum Urea (mg/dL)  21.98 (3.58)  19.36 (3.63)  0.002 
Serum Albumin (g/dL)  4.22 (0.36)  4.23 (0.39)  0.499 
Serum Proteins (g/dL)  5.98 (0.36)  6.03 (0.41)  0.639 
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Serum Na (mEq/L)  138.6 (1.48)  138.49 (1.73)  0.790 
Serum K (mEq/L)  5.48 (0.46)  5.44 (0.58)  0.748 
Serum Cl (mEq/L)  105.24 (1.64)  106.02 (2.21)  0.095 
Serum Prealbumin (mg/dL)  20.49 (7.51)  20.64 (8.96)  0.542 
Serum pH  7.33 (0.05)  7.33 (0.05)  0.809 
Serum base excess (mmol/L)  ‐1.41 (1.72)  ‐1.72 (2)  0.485 
Serum Ca_ion (mmol/L)  1.33 (0.06)  1.31 (0.1)  0.361 
IgG (mg/dL)  372.7 (106.9)  375.76 (120.25)  0.909 
IgM (mg/dL)*  45.48 (1.62)  52.83 (1.44)  0.130 
IgE (UI/mL)  10.88 (8.74)  10.95 (10.58)  0.985 
IgG Diphteria (UI/mL)  0.22 (0.14)  0.31 (0.57)  0.711 
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Table  5.  Description  of  digestive  symptoms  reported  by  parents  (data 
from the parents’ diary) 
  Control   SYN1  P value 
Median (IQR)  Median (IQR)  Control vs. SYN1 
MONTH 1  (n=101)  (n=109)   
Depositions (n)  2.5 (2, 4)  4 (2.5, 5)  <0.001 
Regurgitation (n)  2 (0, 3.5)  1 (0, 3)  0.135 
Vomits (n)  0 (0,0)  0 (0, 0)  0.784 
Faecal consistency  6 (4.8, 6)  6 (6, 6)  0.001 
MONTH 2  (n=94)  (n=101)   
Depositions (n)  2 (1.5, 3)  2.5 (2, 3.5)  0.005 
Regurgitation (n)  1 (0, 3)  0.5 (0, 2.5)  0.504 
Vomits (n)  0 (0, 0)  0 (0, 0)  0.859 
Faecal consistency  6 (4.6, 6)  6 (6, 6)  0.002 
MONTH 3  (n=93)  (n=98)   
Depositions (n)  2 (1.5, 2.5)  2 (1.5, 3.5)  0.004 
Regurgitation (n)  0.5 (0, 2.3)  0.5 (0, 2.63)  0.956 
Vomits (n)  0 (0,0)  0 (0,0)  0.182 
Faecal consistency  6 (4, 6)  6 (6, 6)  <0.001 
MONTH 4  (n=88)  (n=95)   
Depositions (n)  2 (1.5, 2.5)  2 (1.5, 3)  0.044 
Regurgitation (n)  0.5 (0, 2)  0 (0, 2)  0.271 
Vomits (n)  0 (0, 0)  0 (0, 0)  0.042 
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Yes  13 (14)  12 (12.4)  0.197 
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